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(57) Abrege : La presente invention concerne le domaine de la biologic, de la genetique et de la medecine. File concerne notamment 
de nouvelles methodes pour la detection, la caracterisation et/ou le traitement (ou la prise en charge) de pathologies neurodegene- 
ratives, notamment de la sclerose laterale amyotrophique. L' invention concerne egalement des methodes pour 1' identification ou 
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wo 03/016563 



PCT/FR02/02861 



1 

Nouvelle Cible Moleculaire de la Neurotoxicite 

La presente invention concerne le domaine de la biologie, de la genetique et de 
la medecine. Elle concerne notamment de nouvelles nnethodes pour la 

5 detection, la caracterisation et/ou le traitement (ou la prise en charge) de 
pathologies neurodegeneratives, notamment de la sclerose laterale 
amyotrophlque. L'invention concerne egalement des methodes pour 
ridentification ou le screening de composes actifs dans ces pathologies. 
L'invention concerne egalement les composes, genes, cellules, plasmides ou 

10 compositions utiles pour la mise en oeuvre des methodes ci-dessus. L'invention 
decoule notamment de ridentification du role de la phosphodiesterase 4B dans 
ces pathologies et decrit son utilisation comme cible ou marqueur therapeutique, 
diagnostique ou experimental de ces desordres. 

15 De nombreuses pathologies neurodegeneratives ont ete decrites comme ayant 
une composante ou un stade lie au phenomene d'excitotoxicite. C'est le cas de 
la maladie d'Alzheimer, de la maladie de Parkinson, de la sclerose en plaques 
et de la choree de Huntington. 

20 La sclerose amyotrophique laterale (SAL ou ALS pour Amyotrophic Lateral 
Sclerosis) est une maladie neurodegenerative associee a differents types 
d'inclusions tels les corps de Lewis et caracterisee par une apoptose des 
motoneurones splnaux et corticaux dont Tissue fatale est parfois associee a une 
demence frontale. Des formes sporadiques, sans aucune mutation decrlte, 

25 coexistent avec des formes familiales (FALS) associees a des mutations dans le 
gene SOD1 codant pour la superoxide dismutase. La majorite des cas est 
sporadique, les formes familiales (FALS) etant tres rares. II est vraisemblable 
qu'une longue periode asymptomatique precede I'apparition des symptomes 
cliniques qui sont varies et dont la classification est complexe. Les futurs 

30 developpements therapeutiques substitueront aux traitements de la 
symptomatology des strategies basees sur les causes moleculaires de la 
pathologie. Au niveau cellulaire, ces symptomes sont associes a une mort des 
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motoneurones corticaux et des motoneurones spinaux. Cette mort neuronale a 
ete reliee a differents phenomenes qui constituent la base de plusieurs 
pathologies neurodegeneratives. C'est le cas de I'excitotoxicite liee au 
glutannate, du stress oxydatif, d'une certaine auto imnnunite dirigee centre des 

5 nnarqueurs neuronaux (les canaux calciques dans le cas de TALS) ainsi que 
d'anomalies du cytosquelette. Si ces phenomenes sont decrits, la ou les causes 
de ces maladies, dont I'ALS, sont obscures. Meme si les FALS sont liees a des 
mutations dans le gene SOD1 qui code pour la superoxide dismutase, les 
mecanismes qui engagent les neurones vers la mort cellulaire dont au molns 

10 une composante est I'apoptose, sont Inconnus. 

L'identlfication des evenements moleculaires impliques dans les differents 
phenomenes impliques dans la mort cellulaire permettra de mettre en place de 
nouvelles strategies therapeutiques. L'etude de ces evenements est 
15 difficilement realisable a partir de biopsies humaines, Ces biopsies proviennent 
evidemment d'echantillons post-mortem dont la qualite est difficilement 
controlable et ne representent que des etats pathologiques representatifs des 
phases tardives de la maladie. 

20 Les modeles animaux donnent acces a des echantillons blologlques qui 
permettent d'analyser differentes etapes du developpement d'une pathologie et 
de comparer ces etapes a des temoins sains. A cet egard, des souris 
transgeniques qui expriment le gene humain SOD1 portant Tune des mutations 
qui prevaut dans les FALS (mutation G93A) sont disponibles aupres de Jackson 

25 Laboratory, sous condition de prise d'une licence d'utilisation aupres de la 
Northwestern University. Ce modeie reproduit en 120 jours Tissue fatale de la 
maladie avec des symptomes comparables a ceux de la maladie humaine. 
L'apparition des symptomes d'ALS lies a la mutation G93A dans SOD1 n'est 
pas la consequence d'une reduction de Tactivite superoxyde dismutase mais 

30 d'un gain de fonction qui augmente la capacite de Tenzyme a generer des 
radicaux libres. Malgre ces informations, les evenements moleculaires qui 
president aux differentes etapes de TALS sont mal connus. La complexite de 
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ces evenements moleculaires reflate revolution de la pathologie : Dans le 
modele transgenique etudie, aucune deregulation neuronale ou manifestation 
clinique n'a ete rapportee a 30 jours. 60 jours correspondent a un stade qui 
precede de peu les premiers symptomes, mais qui est deja caracterise au 

5 niveau cerebral par des changements dans la physiologie cellulaire tels qu'une 
alteration du metabolisme mitochondrial, un stress et une mort neuronale 
assocles a un phenomene d'excitotoxicite. A 90 jours, 50% des motoneurones 
corticaux et spinaux sont morts et un processus actif d'apoptose neuronale est 
engage parallelement a une activation astrocytalre. Le phenomene 

10 d'excitotoxicite n'est plus observe a ce stade. La mort neuronale y est associee 
a I'activation de caspases qui ne semblent pas impliqu6es dans les phases 
precoces de la pathologie. 

Identifier les differents evenements moleculaires specifiques des differentes 
15 phases de la pathologie doit permettre d'identifier de nouvelles cibles 
therapeutiques aussi bien que de nouveaux marqueurs diagnostiques. L'une 
des approches les plus efficaces pour realiser cette identification consiste a 
identifier les g^nes et les proteines dont Texpression caracterise un etat 
physiopathologlque. 

20 

La presente invention decrit a present I'identiflcation d'evenements genetiques 
impliques dans les phenomene d'excitotoxicite et de mort neuronale. La 
presente invention fournit ainsi de nouvelles approches therapeutiques et 
diagnostiques des pathologies associees a ces phenomenes, ainsi que de 
25 nouvelles cibles pour I'identification de composes actifs. 

Plus particulierement, une analyse qualitative differentielle a ete effectuee a 
partir d'ARN extraits d'echantillons de cerveau et de moelle epiniere, sans 
isolement prealable des neurones afin de prendre en compte un maximum 
30 d'evenements d'epissages alternatifs lies au developpement de la pathologie. 
Cette analyse a ete effectuee par criblage differentiel qualitatif selon la 
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technique DATAS (decrite dans la demande n° WO99/46403), qui presente des 
avantages inegales. 

La presente demande de brevet decoule notamment de la construction par la 

5 dennanderesse d'un repertoire des alterations d'epissage dans le cerveau des 
animaux modeles de I'ALS ages de 60 jours. Ce repertoire, qui contient plus de 
200 sequences distlnctes, implique des acteurs clefs du phenomene 
d'excltotoxicite tels que les canaux potasslques et le recepteur NMDA, Des 
sequences derivees d'ARNs codant pour des protelnes impliquees dans la 

10 reponse au stress, dont des protelnes de choc thermique, font egalement partie 
de ce repertoire, soulignant IMmplication de cette reponse dans les phases 
precoces de I'ALS. Une alteration du metabolisme energetlque apparatt 
clairement affecter les motoneurones corticaux des animaux qui developpent la 
pathologie. Par exemple, Tintron 6 de la forme mitochondriale de la creatine 

15 kinase est isole specifiquement a partir des ARN messagers exprimes en 
conditions pathologiques chez les animaux ages de 60 jours. Cette interruption 
de la sequence codante par cette retention d'intron aboutit a un ARN messager 
qui code pour une forme inactive de Tenzyme. Cette observation est en accord 
avec les observations biochimiques qui ont montre une diminution de Tactivite 

20 creatine kinase mitochondriale correlee avec une diminution de la quantite de 
cette enzyme dans les neurones des animaux du meme modele transgenique. 
La speciflcite des sequences qui constituent ce repertoire est attestee par le fait 
que la meme analyse differentielle qualitative de Texpression genetique realisee 
sur des animaux ages de 90 jours aboutit a un repertoire different dont sent 

25 absents notamment les differents marqueurs de Texcitotoxicite. L'analyse des 
modifications d'epissage confirme que les evenements moleculaires sont 
differents selon le stade de la pathologie. 

De maniere particulierement interessante et inattendue, la realisation de DATAS 
30 sur des ARN d'animaux controles et transgeniques ages de 60 jours a permis 
d'Isoler un fragment d'ADNc derive de I'ARNm de la phosphodiesterase 4B. Ce 
fragment correspond a un fragment d'exon specifiquement present dans les 
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animaux controles et done specifiquement delete dans les animaux 
transgeniques pour SOD1G93A au stade 60 jours. Ce fragment recouvre les 
nucleotides 377 a 486 references a partir du codon stop de la PDE4B de souris 
(SEQ ID NO :1) (sequence egalennent accessible dans GenBank, n°AF208023). 

5 Cette sequence comprend 2912 bases, le fragment delete correspondent aux 
bases 2760 a 2869. Cette region est non codante et est exprimee 
differentieliement entre les animaux controles et les animaux transgeniques, du 
fait de Tutillsation alternative d'un exon 3' non codant ou du fait de I'utilisation de 
deux sites de polyadenylation altematifs. Cette expression differentielle a ete 

10 mise en evidence par des experiences de RT PCR presentees sur les figures 
1Aet 18. 

La presente demande demontre done I'lmplication de la phosphodiesterase 48 
dans le developpement des processus d'excitotoxicite et de mort neuronale. Les 

15 resultats obtenus montrent une expression plus prononcee de PDE4B dans les 
tissus nerveux pathologlques, liee a une modification structural de I'ARN 
correspondent, notamment a la deletion d*une region dans la partie 3' non- 
codante. Ce resultat est tout a fait compatible avec la presence de sequences 
de destabilisation des ARNm dans la sequence identifiee par DATAS. Leur 

20 deletion de I'ARNm de la PDE48, par epissage ou par utilisation de sequences 
de polyadenylation alternatives, peut aboutir a une stabilisation, done a une 
augmentation de Texpression de la partie codante de cet ARN. Cet evenement 
se produrt specifiquement dans le cerveau des sujets pathologiques et non dans 
les sujets controles. 

25 La presente invention decrit done un evenement moleeulaire original qui aboutit 
a une augmentation de I'expression de I'ARNm de la PDE4B dans le cerveau 
des sujets pathologiques et qui est correle dans le temps avec le phenomene 
d'excitotoxicite et/ou de mort neuronale. L^nvention montre egalement, pour la 
premiere fois, qu'une augmentation de I'expression de la PDE48 est associee 

30 aux stades precoces de I'ALS. La PDE4B constitue done une clble 
therapeutique nouvelle et importante dans le developpement de therapeutiques 
de ces pathologies, utilisables notamment a des phases precoces de leur 
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developpement, et s'adressant aux veritables bases moleculaires de la 
pathologie et non aux symptomes ou composantes inflammatoires associees. 
L'invention decrit egalement de nouvelles methodes de diagnostic, depistage, 
detection, determination d'une predisposition ou de suivl de I'evolution ou de 
5 refficaclte du traitement de ces pathologies. 

Detection, Diagnostic et depistage 

Un objet de {'invention reside done dans une methode de detection d'une 
10 situation d'excitotoxicite ou de stress neuronal chez un sujet, comprenant la 
mesure in vitro de {'expression de la phosphodiesterase 4, notamnnent de la 
phosphodiesterase 4B dans un echantlllon provenant du sujet. La methode 
comprend avantageusement une mesure de {'expression differentieHe de {a 
region 3' non-codante du gene PDE4B et du reste du gene, notamment de la 
15 partie codante. 

Un autre objet de I'invention reside done dans une methode de detection d'une 
situation d'excitotoxicite ou de stress neuronal chez un sujet, comprenant la 
detection de la presence d'une forme mutee de i'ARN de la phosphodiesterase 
20 4, notamment de la phosphodiesterase 4B dans un echantillon provenant du 
sujet, en particuiier d'une forme deletee de tout ou partie de la region 3' non- 
codante. 

Un autre objet de I'invention reside dans I'utilisation d'un acide nucleique 
25 comprenant tout ou partie d'une sequence derivee du gene ou de I'ARN 
messager de la PDE4B pour la mise en oeuvre d'une methode de diagnostic ou 
de detection d'une situation de stress neuronal et plus particuiierement la 
situation d'excitotoxicite. 

30 L'invention reside, generalement, dans futilisation d'un acide nucleique 
complementaire de tout ou partie du gene ou du messager de la PDE4B, pour la 
detection d'evenements pathologiques de type excitotoxicite, stress ou mort 
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neuronale, etc. Plus generalement, Tinvention repose sur una methode de 
diagnostic, depistage, caracterisation ou suivi d'une pathologie degenerative, 
connprenant la mise en evidence d'une alteration dans le gene PDE4 ou dans 
TARN correspondant, typiquement PDE4B. 

5 

Uexpresslon de la PDE4, ou le differentiel d'expression, ou la presence d'une 
forme alteree peuvent etre determines par des techniques conventionnelles de 
biologie moleculaire, comma par exemple par sequengage, hybridation, 
amplification, RT-PCR, migration sur gel, etc. L'invention est applicable au 

10 diagnostic ou la detection de differentes pathologies impliquant les phenomenes 
d'excitotoxicite, telles que la maladie d'Alzheimer, la maiadie de Parkinson, la 
sclerose en plaques, I'ALS, la choree de Huntington ou llschemie cerebrate. 
Elle peut etre utilisee pour la detection precoce, la mise en evidence d'une 
predisposition, le choix et Tadaptation d'un traitement, le suivi de revolution de 

15 la pathologie, etc. Elle est particulierement adaptee a la detection a un stade 
precoce de la sclerose en plaques ou de TALS. 

Pour la mise en oeuvre des methodes genetiques de diagnostic ou de detection 
selon invention, on utilise plus particulierement des acides nucleiques capables 

20 de mettre en evidence une forme deletee de I'ARNm de la PDE4B, notamment 
une forme depourvue de tout ou partie da la region 3' non codante. A titre 
d'exemple specifique, on utilise un acide nucleiqua complementaire de tout ou 
partie de la region comprise entre les residus 2760 a 2869 de la sequence SEQ 
ID NO :1, ou des residus correspondants de la sequence du gene ou de I'ARNm 

25 de la PDE4B humaine. La sequence de TADNc codant la PDE4B humaine et de 
la proteine correspondante sont representees dans les sequences SEQ ID NO : 
3 et 4 (voir egalement Genbank, n'' NM_002600). La region 3' non-codante de 
I'ARN ou du gene PDE4B humain correspond aux residus 2461 a 4068 de SEQ 
ID NO :3. 

30 

Avantageusement, I'aclde nucleique utilise (comme sonde) comprend tout ou 
partie de la sequence codant la region 3' non-codante du gene ou de I'ARN de 
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la PDE4B comprise entre les nucleotides 2384 at 2869 de la sequence SEQ ID 
NO :1 ou entre les nucleotides 2461 et 4068 de la sequence SEQ ID NO :3 ou 
une sequence complementalre de celies-ci. 

5 Selon des nnodes particuliers de mise en ceuvre, Tinvention utilise un acide 
nucleique complementaire d'une region comprise dans une sequence suivante : 

- resldus 2384 a 2869 de SEQ ID n° 1 

- residus 2500 a 2869 de SEQ ID n° 1 

- resldus 2760 a 2869 de SEQ ID n° 1 
10 - residus 2780 a 2850 de SEQ ID n** 1 

- residus 2790 a 2810 de SEQ ID n^ 1 

- residus 2600 a 4040 de SEQ ID n° 3 

- residus 3000 a 4040 de SEQ ID n° 3 
" residus 3500 a 4040 de SEQ ID n° 3 

15 - residus 3900 a 4040 de SEQ ID n° 3. 

Selon un autre mode particulier, on utilise un acide nucleique complementaire 
de la sequence de la region de TARN de PDE4 resultant de la deletion de tout 
ou partie de la partie 3' non codante. L'eliminatlon d'un domaine cree en effet de 
20 nouvelles jonctions dans la sequence, qui sont specifiques de la forme deletee 
et peuvent etre utillsees pour mettre en evidence la presence d'une telle forme 
dans un echantillon. 

La complementarite entre la sonde et la sequence cible est, de preference, 
25 parfaite pour assurer une meilleure specificite d'hybridation. Toutefois, il est 
entendu que certains mesappariements peuvent etre toleres. L'acide nucleique 
utilise pour la mise en oeuvre des metliodes ci-dessus peut etre un ADN ou un 
ARN, de preference un ADN d'origlne synthetlque. II comporte de preference de 
10 a 500 bases, typiquement de 10 a 100 bases, II est entendu qu'un acide 
30 nucleique plus long peut etre utilise, si desire, bien que cela ne soit pas prefere. 
L'acide nucleique est avantageusement un ADN simple brin, de 10 a 500 bases, 
complementaire d'une region au moins de la sequence 3'-non codante de la 
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PDE4B. L'acide nucleique peut etre marque, par exemple par voie radioactive, 
enzymatique, luminescente, fluorescente, chimique, etc. 

Une autre approclie pour detecter la presence d'une alteration du gene PDE4 
5 utilise une amorce ou un couple d'amorces nucleiques permettant une 
amplification selective d'une portion de I'ARN PDE4, de preference comprenant 
une portion de la region 3' non codante. On utilise typiquement une amorce 
permettant ramplification selective de la forme alteree de TARN de PDE4, 
notamment d'une amorce specifique de la jonction creee par relimination du 
10 partie de la region 3' de I'ARN- 

A cet egard, un objet de Tinvention reside dans une amorce complementaire 
d'une partie de la region 3' non-codante de la PDE4B, et pemnettant 
ramplification d'une partie de cette region. L'amorce comporte 

15 avantageusement de 8 a 20 bases. Elle est preferentiellement composee d'un 
fragment de 8 a 20 residus consecutifs de la sequence comprise entre les 
nucleotides 2384 et 2869 de la sequence SEQ ID NO :1 ou entre les nucleotides 
2461 et 4068 de la sequence SEQ ID NO :3 ou d'une sequence complementaire 
de celles-ci. Un autre objet de I'invention reside dans un couple d'amorce 

20 permettant ramplification specifique d'une partie au molns de la region 3' non- 
codante de la PDE4, le dit couple comprenant au moins une amorce telle que 
definie ci-dessus. 

Pour la mise en oeuvre des metliodes selon I'invention, on met en contact in 
25 vitro un echantillon biologique d'un sujet, contenant un acide nucleique, avec un 
acide nucleique (sonde, amorce, etc) tel que defini ci-dessus, et on detecte la 
formation d'un hybride ou d'un produit d'amplification. L'echantilion biologique 
peut etre un echantillon de sang, de fluide, de cellule, de tissu, etc. L'acide 
nucleique peut etre immobilise sur un support, de type verre, silice, nylon, etc. 

30 

Le precede de detection, depistage ou diagnosHc peut etre mis en oeuvre a 
partir de differents types d'echantillons provenant d'un sujet, comme par 
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exemple des biopsies de tissus, notamment de tissu nerveux. De maniere 
particulierement surprenante et avantageuse, la presents invention montre par 
ailieurs que la deregulation de I'expression de PDE4, correlee au phenomene 
d'excitotoxiclte, peut etre mise en evidence directement dans le tissu 
5 musculaire. Cecl est tout particulierement remarquable dans le cas de 
pathologies neurodegeneratives telles que I'ALS. 

Au cours du developpement de TALS, les phenomenes degeneratifs se 
produlsent non seulement dans le cerveau mais egalement dans la moelle 

10 epiniere et en consequence dans le muscle par defaut d'Innervatlon- La figure 2 
presente les modifications d'expression de TARNm de la PDE4B dans les 
muscles de souris controles et transgeniques, suivies en utillsant les memes 
amorces de PGR que iors de Tetude sur les ARN de cerveaux de ces memes 
animaux. De fagon analogue, toutefois moins prononcee, une diminution de 

15 Texpression de la region 3' non codante de la PDE4B, et non du reste de cet 
ARNm (notamment la partie codante), est observee specifiquement dans le 
muscle des animaux en fin de pliase pre-symptomatique, c'est a dire ages de 
90 jours. 

L'une des difficultes rencontrees Iors des etudes et des traitements de I'ALS est 
20 la difficulte de poser un diagnostic precoce. Cette observation de deregulation 
de I'ARNm de la PDE4B dans le muscle ALS permet de proposer un diagnostic 
precoce ^ partir de biopsies musculalres de patients. Ce diagnostic est base sur 
la detection de I'expression differentielle de la region 3' non codante et du reste 
de la sequence, notamment codante, de la PDE4B. 

25 

Un precede particulier de detection d'une situation de stress neuronal, 
notamment d'excitotoxicite, en particulier liee a une pathologie 
neurodegenerative chez un sujet, comprend la mesure de I'expression du gene 
PDE4B, ou de la presence de formes deletees du messager de PDE4B, dans 
30 un echantillon de cellules musculalres provenant dudlt sujet. 
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Pour mesurer I'expression differentielle, on utilise par exemple une sonde 
correspondant a (c'est-a-dire specifique de) una partie de la region 3' non 
codante et une sonde correspondant a une partie de la region codante de la 
PDE4B. Le signal detecte avec chacune de ces sondes permet d'evaluer le 
5 differentiel d'expression. Une autre approche utilise deux couples d'amorces 
permettant une amplification d'une portion de la region 3' non codante d'une 
part et d'une partie de la region codante d'autre part. 

Un autre objet reside dans un kit pour {'analyse de ['expression de la PDE4, 
10 notamment de Texpression differentielle entre la region 3' non-codante et la 
region codante, le kit comprenant une sonde nucleotidique specifique d'une 
partie de la sequence de la region 3' non-codante et une sonde nucleotidique 
specifique d'une partie de la sequence de la region codante. 

15 Un autre objet reside dans un kit pour Tanalyse de I'expression de la PDE4, 
notamment de I'expression differentielle entre la region 3' non-codante et la 
region codante, le kit comprenant un couple d'amorces nucleotidiques 
permettant ramplification specifique d'une partie au moins de la region 3' non- 
codante de la PDE4 et un couple d'amorces nucleotidiques permettant 

20 ramplification specifique d'une partie au moins de la region codante de la PDE4. 

Therapie 

Les phosphodiesterases hydrolysent les acides nucleiques cycliques tels I'AMPc 
25 et le GMPc, regulant differentes cascades de signalisation. La PDE4B hydrolyse 
TAMPc, regulant ainsi la concentration intracellulaire de ce second messager. 
L'implication de I'AMPc dans la balance qui existe entre la viabilite cellulaire et 
I'apoptose est bien decrite dans la litterature. Notamment, la cascade AMPc est 
bien integree dans les cascades de survie cellulaire impliquant des kinases 
30 telles Akt et PI3K, de meme que dans la regulation de I'activite du facteur de 
transcription CREB. II est a noter que ce facteur de transcription est impliqu6 
dans la survie neuronale et la croissance des neurites, Toutefois, I'utilisation 
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d'inhibiteurs de PDE et avantageusement de PDE4 n'a jamais ete envisagee 
pour ameliorer la viabilite neuronale et plus particulierement leur protection 
contre Texcitotoxicite. Les inhibiteurs de PDE4, developpes pour inhiber les 
phenomenes Inflammatoires, ont ete suggeres comme potentiellement utiles 
5 dans des patliologies neurodegeneratives comme la maladie d'Alzheimer. Cette 
suggestion s'appuie sur la volonte de reduire les inflammations qui sont 
observees dans le cerveau au cours des processus neurodegeneratifs et 
nullement sur un rationnel visant a inhiber directement la mort neuronale. 

10 La presente invention montre I'existence d'evenements d'eplssage ou de sites 
de polyadenylation alternatifs affectant le gene de la PDE4, associes au 
developpement de I'excitotoxicite neuronale, et fournit la base moleculaire qui 
justifie I'utilisation d'inhibiteurs de PDE4 pour le traitement de I'ALS et plus 
generalement pour ameliorer la viabilite neuronale lors des phenomenes 

15 d'excitotoxicite, en particulier des les phases precoces de ces pathologies. 

Un autre objet de Tinvention reside done dans Tutilisation d'un compose capable 
d'inhiber ou de reduire I'expression ou I'activite de la PDE4B, pour la 
preparation d'une composition destinee au traitement des maladies 
20 neurodegeneratives, notamment en phase precoce, plus preferentiellement pour 
reduire rexcitotoxicite neuronale precoce associee aux maladies 
neurodegeneratives telles I'ALS, Alzheimer ou Parkinson. 

Un objet particulier reside dans Tutilisation d'un inhibiteur de PDE4 pour la 
25 preparation d'une composition destinee au traitement de I'ALS, notamment pour 
reduire Texcitotoxicite chez les sujets atteints d'ALS ou pour augmenter la survie 
neuronale chez les sujets atteints d'ALS. 

Un autre objet de invention reside dans Tutilisation d'un compose capable 
30 d'inhiber (de preference de maniere selective) {'expression ou I'activite de la 
PDE4B de sequence SEQ ID n° 2 ou 4 pour la preparation d'une composition 
destinee a reduire I'excitotoxicite neuronale. 
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Un autre objet de I'invention reside dans une methode de traitement d'une 
pathologie associee a un stress neuronal, notamment a une excitotoxicite, 
comprenant radministration a un sujet d'un compose inhibiteur de Tactivite ou 
5 de rexpression de la PDE4B, de preference un compose inhibiteur seiectif de 
PDE4. 

Un autre objet de I'invention reside dans une methode de traitement de I'ALS, 
notamment dans une methode pour augmenter la survie des neurones chez des 
10 patients atteints d'ALS, comprenant Tadministration a un sujet d'un inhibiteur de 
PDE4, de preference un compose inhibiteur seiectif de PDE4. 

Dans le contexte de I'invention, le terme « traitement » designe le traitement 
preventif, curatif, palliatif, ainsi que la prise en charge des patients (reduction de 
15 la souffrance, amelioration de la duree de vie, ralentissement de la progression 
de la maladie), etc. Le traitement peut en outre etre realise en combinaison avec 
d'autres agents ou traitements, notamment adressant les evenements tardifs de 
la pathologie, tels que des inhibiteurs de caspases ou autres composes actifs. 

20 Le compose utilise peut etre tout compose capable d'inhlber I'expression de la 
PDE4, notamment la PDE4B, c'est-a-dire en particulier tout compose inhibant la 
transcription du gene, la maturation des ARNs, la traduction de I'ARNm, ia 
modification post-traductionnelle de la proteine, etc. II peut s'agir d'un compose 
inhibant la modification de TARN, notamment la deletion d'une partie de la 

25 region 3' non-codante. 

Dans un mode de realisation particulier, le compose est un acide nucleique anti- 
sens, capable d*inhiber la transcription du gene de la PDE4B ou la traduction du 
messager correspondant. L'acide nucleique anti-sens peut comprendre tout ou 
30 partie de la sequence du gene de la PDE4B, d'un fragment de celle-ci, du 
messager de la PDE4B, ou d'une sequence complementaire a celles-cL 
L'antisens peut notamment comprendre une region complementaire de la 
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sequence comprise entre les residus 218-2383 de SEQ ID NO :1 ou 766-2460 
de SEQ ID NO :3, et inhiber (ou reduire) sa traduction en proteine. L'antisens 
peut etre un ADN, un ARN, un ribozyme, etc. II peut etre sinnple-brin ou double- 
brin. II peut egalement s'agir d'un ARN code par un gene antisens. S'agissant 
5 d'un oligonucleotide antisens, il comprend typiquement moins de 100 bases, par 
exemple de I'ordre de 10 a 50 bases. Get oligonucleotide peut etre modifie pour 
ameliorer sa stabilite, sa resistance aux nucleases, sa penetration cellulaire, etc. 

Selon un autre mode de realisation, le compose est un peptide, par exemple 
10 comprenant une region de la proteine PDE4 (notamment PDE4B) et capable 
d'antagoniser son activite. 

Selon un autre mode de realisation, le compose est un compose chimique, 
d'origine naturelle ou synthetique, notamment une molecule organique ou 
15 inorganique, d'origine vegetale, bacterienne, virale, animale, eucaryote, 
synthetique ou semi-synthetique, capable de moduler I'expression ou I'actlvite 
de la PDE4B. 

Dans une variante preferee, on utilise un compose de synthese, inhlbiteur de 
20 PDE4. DIfferents types d'inhlbiteurs peuvent etre mis en oeuvre. II s'agit 
preferentlellement de composes de la famille des pyrazolopyridines, parmi 
lesquels figure notamment I'etazolate, ou de composes de la famille des derives 
de xanthine (ou 2,6-dioxopurine), parmi lesquels figure notamment la 
pentoxifylline. 

25 

Les composes de la famille des pyrazolopyridines sont en particulier choisis 
parmi les composes suivants : 
L'etazolate de formule suivante ; 
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Ester ethylique de Tacide 4-butylamino--1-ethyl-6-'methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
ib]pyridine-5-carboxyllque (tracazolate), 

Ester ethylique de I'acide 4-butylamino-1-ethyl-1H-pyrazolo[3,4-d]pyridine-5 
carboxylique 

1 -(4-amino-pyrazolo[3,4-ib]pyridin-1 -yl)-p-D-1 -deoxy-ribofuranose 

Ester ethylique de Facide 1-ethyl-4-(N'-isopropylidene-hydrazino)-1H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxyllque (SQ 20009), 

4- amino-6-methyl-1"n-pentyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine 

Ester ethylique de I'acide 4"Amino-1-ethyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine- 

5- carboxylique (desbutyl tracacolate), 

4- amlno-1 -pentyl-1 H-pyrazoio[3,4-b]pyridine-5-carboxamide, 

Ester ethylique de Tacide 1-ethyl-6-methyM-methylamino-1Ay-pyrazolo[3,4- 
ib]pyridine-5-carboxylique, 

Ester ethylique de Tacide 4-amino-6-methyl-1-propyl-1H-pyrazolo[3,4-£)]pyridine 

5- carboxylique, 

Ester ethylique de I'acide 1-ethyl-4-ethylamino-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
ib]pyridine-5-carboxylique, 

Ester ethylique de Tacide 4-amino-1-butyl-6-methyl-1H-pyrazoIo[3,4-ib]pyridine- 
5-carboxylique, 

5-(4-amino-pyrazolo[3,4-ib]pyridiri-1-yl)-2-hydroxymethyl4etrahydro-furan--3-ol, 

ester allylique de I'acide 1-allyl-4-amino-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5- 
carboxylique, 

acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5-carboxylique, 

ester ethylique de Tacide 4-amino-1-ethyl-3,6-dimethyl-1AY-pyrazolo[3,4- 
/)]pyridine-5-carboxylique, 
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ester ethylique de Tacide 4-dimethylamino-1-ethyI"6"methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

ester ethylique de Tacide 1-ethyl-6-methyl-4-propylamino-1H-pyra2olo[3,4- 
ib]pyridine-5-carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 4-amino-1-pentyl-1H-pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5- 
carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-4-ynyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b] py ri d i n e-5-ca rboxy I i q u e , 

4-amino-1 -but-3-enyl-1 H-pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5-allylamide, 

4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4"ib]pyridine-5-isopropylamlde, 

4-amino-1-pentyl-N-n-propyl-1H-pyrazolo-[3,4-b]pyridine-5-carboxaniide, 

ester allylique de Tacide 4-amino-1"butyl-6-methyl-1H-pyra2olo[3,4-b]pyridlne-5- 
carboxylique, 

ester ethylique de Tacide 4-amino-6-methyl-1-pent-3-ynyl-1H-pyrazolo[3,4- 
ib]pyridine-5-carboxylique, 

4- amino-1-pentyl-1W-pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5-prop-2-ynylamide 

ester allylique de Tacide 4-amlno-1-(3-methyl-butyl)-1H-pyrazolo[3,4-£)]pyrldine- 

5- carboxylique, 

4-anilno-1-pentyl-1H-pyrazo)o<3,4-b>pyridine-5-N-(2-propenyl)carboxamide, 

ester allylique de I'acide 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-jb]pyridine-5- 
carboxylique, 

4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5-butylamide, 

ester allylique de Tacide 4-amino-1-but-3-ynyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
ib]pyrldine-5-carboxylique, 

ester allylique de I'acide 4-amino-1-but-3-enyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b] py rid ine-5-carboxy I iq ue , 

4- amino-6-methyl-1-pentyl-1H-pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5-allylamide, 

ester allylique de Tacide 4-annino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine- 

5- carboxylique, 



wo 03/016563 



PCT/FR02/02861 



17 



ester allylique de Tacide 4-amino-6-methyl-1-(3-methyl-butyl)--1H-pyrazolo[3,4- 
ib]pyridine-5-carboxylique, 

ester isobutylique de Tacide 4-amino-6-methyl-1-pentyl-1H-pyrazolo[3,4- 
ib]pyridine-5-carboxylique, 

4-amino-6-methyl-1-pentyl-1H-pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5-butylamide, 

ester allylique de Tacide 4-amino-6-methyl-1-(3-methyl-but-2-enyl)-1H- 
pyrazolo[3,4-jb]pyridine-5-carboxyllque, 

4-amino-1-pentyl-1H"pyrazolo[3,4-/)lpyridine-5-cyclopropylamide, 

ethyl 4-amlno-1-pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-hydroxamate, 

ester prop-2-ynylique de Tacide 4-amino-6-methyl-1"pentyl-1/-/-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

ester allylique de Tacide 4-amino-6-methyl-1-pent-4-ynyM/-/-pyrazolo[3,4" 
ib]pyridine-5-carboxylique, 

ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent--4-enyl-1/-/-pyrazolo[3,4- 
jb]pyridine-5-carboxylique, 

4-amino-1 -pent-3-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-propylamide, 

4-amino-1-pentyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-cyclopropylmethyl"amide, 

ester 2-methyl-allylique de Tacide 4-amino-6-methyl-1-pentyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b] pyrid i ne-5-ca rboxyl iq ue , 

4-Amino-1-pent-3-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-allylamide (ICI 1 90,622), 

4-amino-1-pent-4-ynyl-N-2-propenyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyrld!ne-5-carboxamide, 

4-amino-1-pent-3-ynyl-1H-pyrazolo[3,4-ib]pyridlne-5-prop-2-ynylamide, 

4-annino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5-but-2-ynylamide, 

ester allylique de Tacide 4-amino-6-methyl-1-pent-3-ynyl-1H-pyrazolo[3,4- 
jb]pyridine-5-carboxylique, 

ester allylique de Tacide 4-amino-1-(2-cyclopropyl-ethyl)-6-methyHH- 
pyrazoIo[3,4"-jb]pyridine"5-carboxylique, 

ester allylique de I'acide 4-amlno-1-hex-5-ynyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
i&]pyridine-5-carboxyIique, 
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4-amino-1-pent-3-ynyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-cyclopropylmethy^ 

ester but-3-enylique de Tacide 4-amino-6"methyl-1-pentyl"1H-pyrazolo[3,4- 
ib]pyridine-5-carboxylique, 

ester cyclopropylmethylique de I'acide 4-amino-6"methyl-1-pentyl-1H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique, 

4- butylamino-1-pentyl-1H-pyrazolo[3,4-jb]pyridine-5-allylamide, 

ester 2-cyclopropyl-ethylique de Tacide 4-amino-6-methyl-1-pentyl-1/-/- 
pyrazolo[3,4-ib]pyridlne-5-carboxylique, 

ester cyclopropylmethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1"pent-3-ynyl-1H- 
pyrazolo[3,4-ib]pyrldine-5-carboxylique, 

ester cyclopropylmethylique de I'acide 4"amino-6-methyl-1-pent-4-ynyl-1H- 
pyrazolo[3,4-/?]pyridine"5-carboxylique, 

ester ethylique de Tacide 4-amlno-1-benzyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-ib]pyridii 

5- carboxylique, 

4-amlno-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridlne-5-benzylamide, 

4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-jb]pyridine-5-phenylamide, 

ester benzylique de Tacide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
b] py rid ine-5-carboxy liq ue , 

4-Azido-1-p-D-ribofuranosylpyrazolo[3,4-b]pyridine, 

1- pent-3-ynyl-N-2-propenyl-4-propionamido-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5- 
carboxamide, 

2- (4-amino-pyrazolo[3,4-ib]pyridin-1-yl)-5-hydroxymethyl-tetrahydro-furan-3,4- 
diol, 

2- (6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-ib]pyridin-4-ylamino)-ethanol, 

3- (6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-ib]pyridin-4-ylamino)-propan-1-ol, 

ester propylique de Tacide 3-(6-methyl-1/-/-pyrazolo[3,4-b]pyridln-4-ylamino)- 
acetique, 

ester ethylique de Tacide 2-(6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-ib]pyridln-4-ylamino)- 
propionique, 
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ester ethylique de Tacide 2-(6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-ib]pyridin-4-ylamino)- 
pentanoique, 

ester ethylique de Tacide 2-(6-methyl-1/-/-pyrazolo[3,4-ib]pyridin-4-ylamino)- 
benzolque, 

ester propylique de Tacide 3-(6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-ib]pyridin-4-ylamino)- 
pentanoTque, 

N-benzyljdene-A/'-(3-methyl-1-phenyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyrldin-4-yl)-h^ 

N-furan-2-ylmethylene-A/'-(3-methyl-1"phenyl-1H-pyrazolo[3,4-ib]pyri 
hydrazine, 

A/-(4-fluoro-benzylidene)-Ar-(3-rnethyl-1-phenyl-1H-pyrazolo[3,4-ib]pyridin-4-yl)- 
hydrazine, 

A/-(3-furan-2-yl-allylldene)-A/'"(3-niethyl-1-phenyl-1H-pyrazolo[3,4-ib]pyri 
hydrazine, 

A/^(4-rnethoxy-benzylidene)-A/'-(3-niethyl-1-phenyl-1H"pyrazolo[3,4-ib]pyrid 
yl)-hydrazine, 

4-[(3-methyl-1-phenyl-1H-pyrazolo[3,4-ib]pyridln-4-yl)-hydrazonomethyl]- 
benzonitrile, 

A/-benzo[1 ,3]dioxol-5-ylmethylene-Ar-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
ib]pyrldin-4-yl)-hydrazine, 

W-(3-niethyl-1-phenyl-1H-pyrazolo[3,4-jb]pyridin-4-yl)-Ar-(4-nitro-benzylidene)- 
hydrazine, 

A/-(3-methyl-1-phenyi-1H-pyrazolo[3,4-ib]pyridin-4-yl)-Ar-(2-nitro-benzylidene)- 
hydrazine, 

A/-(3-niethyl-1-phenyl-1H-pyrazolo[3,4-ib]pyridin-4-yl)-Ar"(4-trifluorom 
benzylidene)-hydrazine, 

A/-(3-methyl-1-phenyl-1H-pyrazolo[3,4-i&]pyridin-4-yl)-A/'-(5-nltro-furan-2^ 
ylmethylene)-hydrazine, 

A/-(3-methyI-1-phenyl-1H-pyrazolo[3,4-ib]pyridin-4-yl)-Ar-(2-trifluorom 
benzylidene)-hydrazine, 

A/-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-/>]pyridin-4-yl)-A/'-(6-nitro- 
benzo[1,3]dioxol-5-ylmethylene)-hydrazine, 
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Acide 4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1 -ethyl-1 H-pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5- 
carboxylique, 

4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1-ethyl-1H-pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5- 
5 (pyridin-4-ylmethyl)-amlde, 

4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1-ethyl-1H-pyrazolo[3,4-d]pyridine-^^ 
(tetrahydro-furan-2-ylmethyl)-amide, 

10 4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1 -ethyl-1 H-pyrazolo[3,4-jb]pyridine-5-(5- 
hydroxy-pentyl)-amide, 

4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1-ethyl-1H-pyrazolo[3,4-ib]pyridin 
oxo-py rrol id i n- 1 -y l)-propyl]-amid e, 

15 

ester ethylique de I'acide 4-ferf-butylamino-1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-1H- 
pyrazolo[3,4-fo]pyridine-5-carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-cyclopropylamino-1/-/- 
20 pyrazolo[3,4-b]pyridine"5-carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-propylamino-1H- 
pyrazolo[3,4-ib]pyridine"5-carboxylique, 

25 ester ethylique de I'acide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-phenylaminb-1H- 
pyrazolo[3,4-ib]pyridine"5-carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 4-butylamino-1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-1H- 
pyrazoIo[3,4-jb]pyridine"5-carboxylique, 

30 

ester ethylique de I'acide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-(2-ethoxy-ethylamino)- 
1H-pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5-carboxylique, 

ester ethylique de Taclde 4-benzylamino-1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-1W- 
35 pyrazolo[3,4-ib]pyridine"5-carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 1-(2-chloro--2-phenyl-ethyl)-4-phenethylamino-1H- 
pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5-carboxylique, 

40 Parmi les derives de xanthine, on utilise en particulier (1) les (cD-l)-hydroxyalkyl- 
dialkylxanthine oCi le groupe (o3-1)-hydroxyalkyle contient 5 ou 6 atomes de 
carbone et est en position 1 ou 7, le groupe alkyle sur Tautre position 7 ou 1 
contient de 1 a 12 atomes de carbone et le groupe alkyle en position 3 contient 
de 1 a 4 atomes de carbone, (ii) les (co-l)-oxoalkyl-dimethylxanthine ou le 

45 groupe (co-l )-oxoalkyle contient 5 ou 6 atomes de carbone et est en position 1 
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ou 7, ou (iii) les derives de dimethylxanthine ayant un groupe alkyle contenant 
de 4 a 12 atomes de carbone ou un groupe benzyle en position 1 ou 7. 
Typiquement, les oxoalkyl-dialkylxanthines incluent par exemple les 1"-(5- 
oxohexyl)-3,7- and 7-(5-oxohexyl)-1,3-ciimethylxanthines. D'autres xanthines 

5 peuvent etre egalement utilisees telles que notamment les 3,7-- 
dimethylxanthines et 1 ,3-dimethylxanthines substituees par un groupe butyle, 
isoamyle, hexyle, lauryle ou benzyle en position 1 ou 7, ainsi que les 
homologues de ces composes avec un groupe hydroxy ou oxo en position (cd- 
1)-position, ex. les 1-(4-hydroxypentyl)- et 1-(5-hydroxyhexyl)-3,7- 

10 dimethylxanthines, 7-(4-hydroxypentyl)- et 7-{5-hydroxyhexyl)-1 ,3- 
dimethylxanthines, 1-(4-oxopentyl)-, 1-(5-oxohexyl)", 1-(2-methyl-3-oxobutyl)- et 
1-(2-ethyl-3-oxobutyl)-3,7-dimethylxanthines et les composes 1 ,3-dimethyl 
correspondant presentant le groupe (co-l)-hydroxyalkyl ou (co-1 )-oxoalkyl en 
position 7. Des homologues des hydroxyalkyl-dimethylxanthines mentionnes ci- 

15 dessus, sont ceux presentant en position 1 ou 7 qui n'est pas occupee par un 
groupe hydroxyalkyle, au lieu d'un groupe methyle, un groupe alkyle ayant de 2 
a 12 atomes de carbone, tei que 1 -ethyl-, 1 -propyl-, 1 -butyl- et 1-isobutyl-3- 
m6thyl-7-(5-hydroxyhexyl)-xanthines et 7-ethyl-, 7-propyl-, 7-butyl- et 7-isobutyl- 
1-(5-hydroxyhexyl)-3-methylxanthines, et les composes correspondants 

20 presentant a la place du radical methyl en position un groupe alkyle de 2 a 4 
atomes de carbone, tel que notamment un radical ethyl, n-propyle, isopropyle, 
isobutyle ou n-butyle. 

Parmi ces derives de xanthine, on utilise en particulier la pentoxifylline de 
25 formule suivante : 




CH3 
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La presente invention propose done, pour la premiere fois, la PDE4B comme 
cible therapeutique pour le traitement des evenements moleculaires associes a 
rexcitotoxicite. Selon des modes de mise en oeuvre particuliers, I'invention peut 
etre utilisee pour inhiber ou reduire rexcitotoxicite neuronale en phase precoce 
5 des maladies neurodegeneratives. Elle est applicable notamment au traitement 
de la maladie d'Alzheimer, de la maladie de Parkinson, de la sclerose en 
plaques, de TALS, de la choree de Huntington ou de Tischemie cerebrale. 

D'autres objets de I'invention resident dans : 
10 . rutilisation des composes indiques ci-dessiis, en particulier de 

I'etazolate ou de la pentoxifylline, pour le traitement de TALS, notamment pour 

reduire I'excitotoxicite neuronale en phase precoce de TALS, ou 

. rutilisation des composes indiques ci-dessus, en particulier de la 

pentoxifylline ou de i'etazolate, pour la preparation d'une composition destinee a 
15 inhiber I'activite de la PDE4B chez les patients atteints d'ALS. 

Uinvention concerne egalement des methodes de traitement de I'ALS 
comprenant Tadministration d'un compose inhibant selectivement Texpression 
ou I'activite de la PDE4B de sequence SEQ ID n"* 2 ou 4. De preference, les 
20 methodes de I'invention sont utilisees pour le traitement en phase precoce des 
maladies neurodegeneratives. 

L'adminlstration peut §tre realisee par toute methode connue de I'homme du 
metier, de preference par voie orale ou par injection, typiquement par voie intra- 

25 peritoneale, intra-cerebrale, intra-veineuse, intra-arterielle ou intra-musculaire. 
L'ad ministration par voie orale est preferee. Les doses administrees peuvent 
etre adaptees par Thomme de Tart. Typiquement, de 0,01 mg a 100 mg / kg 
environ sont injectes, pour des composes inhibiteurs de nature chimique. Pour 
des composes nucleiques, les doses peuvent varier par exemple entre 0,01 mg 

30 et 100 mg par dose. II est entendu que des injections repetees peuvent etre 
realisees, eventuellement en combinaison avec d'autres agents actifs ou tout 
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vehicuie acceptable sur le plan pharmaceutique (ex., tampons, solutions saline, 
isotonique, en presence d'agents stabilisants, etc.). 

L'invention est utilisabie chez les mammiferes, notamment chez I'etre humain. 
5 Les resultats presentes dans les exemples illustrent Tefficacite d'Inhibiteurs de 
PDE4B pour ameliorer la viabilite de neurones places en conditions 
d'excitotoxiclte. 

10 M6thodes de selection et outils 

D'autres objets de invention concement des methodes de selection, 
identification ou caracterisation de composes actifs sur les pathologies 
assoclees a rexcitotoxiclte, ou au stress neuronal, comprenant la mise en 
15 contact de composes tests avec une cellule exprimant la PDE4B (notamment un 
variant depourvu de domaine 3' non-codant), et la mise en evidence des 
composes inhibant Texpression ou Tactivite de cette proteine. 

Les methodes peuvent etre mises en oeuvre avec differentes populations 
20 cellulaires, telles que des cellules primaires ou des lignees de cellules d'origine 
mammifere (humaine, murine, etc.). On utilise avantageusement des cellules qui 
n'expriment pas naturellement la PDE4B, transfectees avec un acide nucleique 
codant le variant souhaite. De cette maniere, la selectivite de la methode est 
augmentee. On peut egalement utiliser des cellules eucaryotes inferieures 
25 (levure, etc.) ou des cellules procaryotes. 

Les methodes de screening peuvent egalement etre realisees en systeme 
acellulaire, par mesure de la capacite de composes tests a lier la PDE4B ou un 
variant ou fragment de celie-ci. 

30 

Un autre objet de invention concerne tout acide nucleique codant un 
polypeptide tel que defini ci-dessus, les vecteurs le contenant, cellules 
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recombinantes, et utilisations. Les vecteurs peuvent etre des plasmides, 
phages, cosmides, virus, chromosomes artificiels, etc. Des vecteurs preferes 
sont par exemple des vecteurs plasmidiques, comme ceux derives de plasmides 
commerciaux (pUC, pcDNA, pBR, etc.). De tels vecteurs comportent 

5 avantageusement un gene de selection et/ou une origine de replication et/ou un 
promoteur transcriptionneL D'autres vecteurs particuliers sont par exemples des 
virus ou des phages, notamment des virus recombinants defectifs pour la 
replication, tels que des virus derives de retrovirus, adenovirus, AAV, herpes- 
virus, baculovirus, etc. Les vecteurs peuvent etre utilises dans tout hote 

10 competent, comme par exemple des cellules prokaryotes ou eukaryotes. il peut 
s'agit de bacteries (par exemple E. coil), levures (par exemple Saccharomyces 
ou Kluyveromyces), cellules vegetales, cellules d'insectes, cellules de 
mammiferes, notamment humaines, etc. II peut s'agir de lignees, cellules 
primaires, cultures mixtes, etc. 

15 

D'autres aspects et avantages de la presente invention apparaTtront a la lecture 
des exemples qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non 
limitatifs. 

20 LEGENDE DES FIGURES 

Figure 1 : PGR semi-quantitative de PDE4B a partir d'echantillons de cerveau 
(1A) et de muscle (1B). 

Figure 2: La pentoxifylline protege les neurones primaires de granules 
25 cerebelleux de Texcitotoxicite induite par le kainate. 

Figure 3: La pentoxifylline protege les neurones primaires de granules 
cerebelleux de rexcitotoxicite induite par NMDA/serine. 

Figure 4: Effet neuroprotecteur de Tetazolate sur la toxicite induite par 
NMDA/serine sur les cellules granulaires du cervelet. 
30 Figure 5: Effet neuroprotecteur de Tetazolate sur la toxicite induite par le kainate 
sur les cellules granulaires du cervelet. 
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Figure 6: Effet neuroprotecteur de la pentoxifylline sur la toxicite induite par 
NMDA/serine sur las neurones corticaux. 

Figure 7: Effet neuroprotecteur de la pentoxifylline sur la toxicite induite par le 
kainate sur les neurones corticaux. 
5 Figure 8: Effet neuroprotecteur de I'etazolate sur la toxicite induite par 
NMDA/serine sur les neurones corticaux. 

Figure 9: Effet neuroprotecteur de Tetazolate sur la toxicite induite par le kainate 
sur les neurones corticaux. 

Figure 10: Effet neuroprotecteur du 8-bromo-cAMP sur la toxicite induite par 
10 NMDA/serine sur les cellules granulalres du cervelet. 

Figure 1 1 : Effet neuroprotecteur du 8-bromo-cAMP sur la toxicite induite par le 
kainate sur les cellules granulalres du cervelet. 

EXEMPLES 

15 

Example 1 : Identification de la PDE4 comma cible moleculaire de 
Pexcitotoxicite 

L'analyse qualitative differentielle a ete effectuee a partir d'ARN poly adenyles 
20 (poly A+) extraits d'echantillons de cerveaux d'animaux correspondant aux 
differents stades, sans isolement prealable des neurones afin de prendre en 
compte un maximum d'evenements d'eplssages alternatifs lies au 
developpement de la pathologie. 

Les ARN poly A+ sont prepares selon des techniques connues de Thomme de 
25 metier. 11 peut s'agir en particulier d'un traitement au moyen d'agents 
chaotropiques tels que le thiocyanate de guanidium suivi d'une extraction des 
ARN totaux au moyen de solvants (phenol, chloroforme par exemple). De telles 
methodes sont bien connues de I'homme du metier (voir Maniatis et ah, 
Chomczynsli et al., Anal. Biochem. 162 (1987) 156), et peuvent etre aisement 
30 pratiquees en utilisant des kits disponibles dans le commerce. A partir de ces 
ARN totaux, les ARN poly A+ sont prepares selon des methodes classiques 
connues de I'homme de metier et proposees par des kits commerciaux. 
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Ces ARN poly A+ servent de matrice a des reactions de transcription Inverse a 
raids de reverse transcriptase. Avantageusement sont utilisees des reverse 
transcriptases depourvues d'activite RNase H qui permettent d'obtenir des 
premiers brins d'ADN complementaire de tallies superieures a ceux obtenus 

5 avec des reverse transcriptases classlques. De telles preparations de reverse 
transcriptases sans activite RNase H sont disponibles connnnercialement. 
Pour chaque point de la cinetique de developpement de la pathologie (30 jours, 
60 jours et 90 jours) les ARN poly A+ ainsi que les ADNc simple brins sont 
prepares a partir des animaux transgeniques (T) et des animaux controles 

10 syngeniques (C). 

Conformement a la technique DATAS, pour chaque point de la cinetique sont 
realisees des hybridations d'ARNm (C) avec des ADNc (T) et des hybridatlons 
reciproques d'ARNm (T) avec des ADNc (C). 

Ces heteroduplex ARNm/ADNc sont ensuite purifies selon les protocoles de la 

15 technique DATAS. 

Les sequences d'ARN non appariees avec un ADN complementaire sont 
liberees de ces heteroduplex sous Taction de la RNase H, cette enzyme 
degradant les sequences d'ARN appariees. Ces sequences non appariees 
represented les differences qualitatives qui existent entre des ARN par ailleurs 

20 homologues entre eux. Ces differences qualitatives peuvent etre localisees 
n'importe ou sur la sequence des ARN, aussi bien en 5', 3' ou a I'interieur de la 
sequence et notamment dans la sequence codante. Selon leur localisation, ces 
sequences peuvent etre non seulement des modifications d'epissage mais 
egalement des consequences de translocations ou de deletions. 

25 Les sequences d'ARN representant les differences qualitatives sont ensuite 
donees selon les techniques connues de Thomme de metier et notamment 
celles decrites dans le brevet de la technique DATAS. 

Ces sequences sont regroupees au sein de banques de cDNA qui constituent 
des banques qualitatives differentielles. Une de ces banques contient les exons 
30 et les introns specifiques de la situation saine ; les autres banques contiennent 
les evenements d'epissage caracteristiques des conditions pathologiques. 
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L'expression differentielle des clones a ete verifiee par hybridation avec des 
sondes obtenues par reverse-transcription a partir d'ARN messagers extraits 
des differentes situations etudiees. Les clones liybridant de fagon differentielle 
ont ete retenus pour analyse ulterieure. Les sequences identifiees par DATAS 
5 correspondent a des introns et/ou a des exons exprimees de fagon differentielle 
par epissage entre les situations pathologiques et la situation saine. Ces 
evenements d'epissage peuvent etre specifiques d'une etape donnee du 
developpement de la pathologie ou caracteristiques de Tetat sain. 

10 La comparaison de ces sequences avec les banques de donnees permet de 
classifier les informations obtenues et de proposer une selection raisonnee des 
sequences selon leur interet diagnostique ou therapeutique, 

La realisation de DATAS sur des ARN d'animaux controles et transgeniques 
15 ages de 60 jours a pernnis d'isoler un fragment d'ADNc derive de I'ARNm de la 
phospfiodiesterase 4B. Ce fragment correspond a un fragment d'exon 
specifiquement present dans les animaux controles et done specifiquement 
delete dans les animaux transgeniques pour SOD1G93A au stade 60 Jours. Ce 
fragment recouvre les nucleotides 377 a 486 references a partir du codon stop 
20 de la PDE4B de souris (SEQ ID NO :1). Cette sequence comprend 2912 bases, 
le fragment delete correspondant aux bases 2760 a 2869. Cette region est non 
codante et est exprimee differentlellement entre les animaux controles et les 
animaux transgeniques, du fait de ['utilisation alternative d'un exon 3' non 
codant ou du fait de I'utilisation de deux sites de polyadenylation alternatifs, 

25 

Exemple 2 : Experiences de RT-PGR : Confirmation de ^expression 
differentielle : 

L'expression differentielle de la PDE4B dans une situation de stress neuronal, 
30 par rapport a une situation de reference, a ete verifiee par des experiences de 
RT PCR presentees sur la figure 1 , 
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Ces experiences ont ete realisees selon des techniques bien connues de 
Thomme de metier et ont permis de suivre les expressions de deux regions 
distinctes de I'ARNm de la PDE4B. Une de ces regions recouvre le codon 
d'initiation de cet ARNm (PDE4B 5'), I'autre recouvre en partie le fragment 
5 identifie selon la technique DATAS (PDE4B DATAS). Les localisations des 
amorces de PGR utilisees sont indiquees sur la figure 1 . 

L'ARN PO correspond a un ARN ribosomal utilise comme controle interne 
destine a verifier que la meme quantite d'ARN est utilisee pour chaque point 
experimental. Les analyses ont ete realisees a partir d'ARN extraits d'animaux 
10 controles (C) et transgeniques (T) ages de 30, 60 et 90 jours, c'est a dire avant 
I'apparition des symptomes pathologiques. 

Les ARN totaux du cerveau des souris controle ou SOD1 G93A agees 30, 60 et 
90 jours sont transcrits en ADNc utilisant le protocole standard de Superscript™ 
(Invitrogen). Pour les PGR semi-quantitatives les produits de la reaction de 

15 reverse transcription sont dilues 10 fois. Les amorces specifiques du fragment 
DATAS correspondent pour le sens aux nucleotides 2526-2545 (5' GGC AGG 
GCG TGA AGG AAA TA 3' ; SEQ ID NO : 5), et pour I'anti-sens aux 2790-2807 
(5' TGA AAG AGG GGA AAA GAT 3'; SEQ ID NO : 6) et pour le fragment plus 
en 3 prime les amorces correspondent pour le sens aux nucleotides 145-165 (5' 

20 GGG CGT GAG TGG GTT TGG TAT 3'; SEQ ID NO : 7), et pour I'anti-sens aux 
426-404 (5' GGG TGT GGG ATG GTT TTA TTG AG 3'; SEQ ID NO : 8). Gomme 
gene de reference le gene PO est utilise et amplifie par les amorces, sens : 5' 
TGG GTT TGT GGA GGG TGT G 3' (SEQ ID NO : 9) et anti-sens : GGG GAG 
GGG GAG GAG TGG 3' (SEQ ID NO :10). 

25 L'amplification est effectuee par 30 cycles de PGR suivants : 

- 30 secondes a 94''G 

- une minute a 57''G 

- 30 secondes a 72°G, suivl par un cycle de 2 minutes a 72°G 

Les differents produits de PGR sont mis sur un gel d'agarose de 1.5 %, 
30 L'experlence est repetee trois fois avec deux reactions de reverse transcription 
differentes. 
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La figure 1 presents les resultats obtenus a partir d'ARN extraits des cerveaux 
ou des muscles des animaux. 

Mors que la meme quantite d'ADNc est amplifiee a partir de TARN de PO dans 
tous les echantillons, de variations sont observees pour I'ARNm de la PDE4B : 

5 les variations les plus significatives sont detectees chez les animaux ages de 90 
jours : alors qu'une augmentation du niveau d'expression du fragment PDE4 5' 
est observes dans le cerveau des animaux transgeniques, une tres forte 
diminution de ['expression de PDE4B (DATAS) est observee dans le cerveau 
des animaux transgeniques. 

10 Ce resultat etablit une correlation entre la diminution de I'expression d'un 
fragment 3' non codant de TARNm de la PDE4B et Taugmentation de 
Fexpresslon de la partie 5' codante de ce meme messager. Ce resultat est tout ^ 
fait compatible avec la presence de sequences de destabilisation des ARNm 
dans la sequence identifiee par DATAS et demontre la correlation entre 

15 I'expression de PDE4B et le phenomene d'excitotoxicite. 

Exemple 3 : Inhibition de rexcitotoxicite par des inhibiteurs de PDE4 

Pour cet exemple, des neurones granulaires du cervelet de rat ainsi que des 
20 neurones corticaux ont ete mis en culture selon les techniques connues de 
rhomme de metier. 

Culture primaire des cellules granulaires de cervelet : 

Les rats Wistar ages de sept jours sont decapites et leurs cervelets sont 
25 disseques. Apres avoir enleve les meninges, le tissu est coupe en petits 
morceaux et trypsinise pendant 15 minutes a 37°C. Les cellules sont dissociees 
par trituration et mises en cultures a une densite 300.000 cellules par cm^ dans 
du milieu basal Eagle supplements avec 10% du serum de veau foetal et 2 mM 
glutamine. Le lendemain 10 pM ARA-C, un anti-mitotique, est ajoute pour 
30 empecher la proliferation des cellules gliales. Les cellules sont traitees le jour 9 
de cultures avec les phosphodiesterase Inhibiteurs, pentoxifylline et etazolate, 
trois heures avant I'addition des toxiques, 50 pM kainate ou 100 pM N-methyl-D- 
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aspartate en presence de 10 |jM D-serine. Le 8-bromo-cAMP est ajoute juste 
avant les toxiques. Tous les traitements sont effectues au minimum en double et 
dans au moins deux cultures differentes. Apres une incubation de six heures la 
toxicite est mesuree par un test MTT. Les resultats, normalises a la moyenne du 
5 non-traite, sont statistiquement analyses par le test de Wilcoxon. La valeur 
significative est determinee a p inferieur ou egal a 0,05. 

Cultures primaires des cellules corticales : 

Des embryons de rat Wistar, ages de 16 jours, sont preleves et les cortex sont 

10 disseques. Apres la trypsination a ST'^C pendant 25 minutes, ies cellules sont 
dissoclees par trituration. Les cellules sont ensemencees dans du milieu 
essentiel minimum, supplemente avec 10% de serum de cheval et 10% de 
serum de veau foetal et 2 mM glutamine, a une densite de 300.000 cellules par 
cm^. Apres 4 Jours en culture la moitie du milieu est changee avec du milieu 

15 essentiel minimum supplemente avec 5% de serum de cheval et 2 mM 
glutamine. Le meme jour, 10 fjM de 5-fluoro-2-deoxyuridine, un anti-mitotique, 
est ajoute. Apres sept et onze jours de culture, la moitie du milieu est changee 
par du milieu conditionne. Le milieu conditionne est compose de MEM 
contenant 5 % de serum de cheval et 2 mM glutamine ; ce milieu est passe sur 

20 un tapis d'astrocytes corticales pendant une nuit avant son utilisation. A jour 14, 
les cellules sont traitees avec les phosphodiesterase inhibiteurs, pentoxifylline et 
etazolate, une heure avant I'addltlon des toxiques, 50 pM kainate ou 20 pM N- 
methyl-D-aspartate en presence de 10 pM D-serine. Tous les traitements sont 
effectues au minimum en double et dans au moins deux cultures differentes. 

25 Apres une incubation de six heures la toxicite est mesuree par un test MTT. Les 
resultats, normalises a la moyenne du non-traite, sont statistiquement analyses 
par le test de Wilcoxon. La valeur significative est determinee a p inferieur ou 
egal a 0.05. 

30 MTT: 

La toxicite est mesuree en utillsant le test MTT. Apres I'incubatlon avec les 
composes, du MTT est ajoute a une concentration finale de 0.5 mg/ml par puits. 
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Les plaques sont ensuite incubees pendant 30 minutes a 37 °C dans le noir. Le 
milieu est aspire et les cristaux sont resuspendus dans 500 \jl de DMSO 
(dimethylsulfoxyde). Uabsorbance a 550 nm est lue et le pourcentage de 
viabilite est calcule. 

5 

Resultats : 

Les resultats obtenus sont presentes sur les figures 2-10. Ces resultats illustrent 
I'effet protecteur des composes de {'invention sur la survie neuronale, Lors du 
10 co-traitement des neurones par un inhibiteur de PDE4, un effet protecteur dose- 
dependent est observe dans les deux modes d'induction de Texcitotoxicite 
(NMDA/Serine et kainate). Un tel effet protecteur est observe a I'alde de la 
pentoxifylline et de Tetazolate. 

15 Les figures 2 et 3 presentent des resultats obtenus a I'aide de la pentoxifylline 
sur les cellules granulaires du cervelet Les resultats presentes montrent que la 
pentoxifylline permet d'atteindre sur ces cellules un effet protecteur de 43% 
dans le cas du traitement NMDA/serine, et de 33% dans le cas de la toxicite 
induite par le kainate. 

20 

Les figures 4 et 5 presentent des resultats obtenus a I'aide de I'etazolate sur les 
cellules granulaires du cervelet. Les resultats presentes montrent que I'etazolate 
permet d'atteindre sur ces cellules un effet protecteur de 60% dans le cas du 
traitement NMDA/Ser, et de 57% dans le cas de la toxicite induite par le kainate. 

25 

Les figures 6 et 7 presentent des resultats obtenus a I'aide de la pentoxifylline 
sur les neurones corticaux. Les resultats presentes montrent que la 
pentoxifylline permet d'atteindre sur ces cellules un effet protecteur de 50% 
dans le cas du traitement NMDA/Ser, et de 66% dans le cas de la toxicite 
30 Induite par le kainate. 
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Les figures 8 et 9 presentent des resultats obtenus a I'aide de Tetazolate sur les 
neurones corticaux. Les resultats presentes montrent que Tetazolate permet 
d'atteindre sur ces cellules un effet protecteur de 33% dans le cas du traitement 
NMDA/Ser, et de 25% dans le cas de ia toxicite induite par le kainate, 

5 

La pertinence de ces protections est attestee par les % de protection obtenus 
par des concentrations croissantes d'AMPc, substrat des PDE, donnes a titre 
d'exemple pour les cellules granulaires du cervelet sur les figures 10 et 11. Ces 
% sont de 40% pour le traitement NMDA/serine et de 40% pour le traitement 
10 kainate. 

La presente invention documente done non seulement I'lmplication de la PDE4B 
dans les mecanismes d'excitotoxiclte, notamment dans un modele d'ALS, mals 
egalement la capacite d'inhibiteurs de PDE4 a preserver la viabilite neuronale 
15 lors de stress lies a Texcitotoxicite. 

Exemple 4 : Utilisation clinique chez Thomme 

Get exemple decrit les conditions d'une utilisation en clinique humaine d'un 
20 inhibiteur de PDE4, dans le traitement de I'ALS. Get exemple illustre le potentiel 
therapeutique de Tinvention et ses conditions d'application a I'etre humain. 

Dans cet essai clinique, ie traitement est base sur une combinaison de 
pentoxifylline et de riluzole. La dose de pentoxifylline utilisee est de 400 mg par 

25 administration, sous forme de trois prises quotidiennes, soit une dose 
quotidienne totale de 1200 mg. La pentoxifylline est utilisee sous forme de 
comprimes. L'essai est multi-centrique et realise en double-aveugle contre 
placebo sur 400 patients. Les patients inclus dans I'essai sont des hommes ou 
des femmes ages de 18 a 80 ans, atteints d'ALS sporadique ou familiale, et 

30 sous traitement par le riluzole (50 mg b.i.d.) depuis 3 mois au moins. Le 
traitement a la pentoxifylline est prevu sur une duree de 18 mois. 
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L'efficacite est mesuree principalement par le taux de survie des patients, la 
qualite de vie, des tests musculaires. 

D'autres aspects et applications de Tinvention resident dans : 

5 

- Tutilisation de tout ou partie d'une sequence derivee de TARN messager de la 
PDE4B a des fins de diagnostic ou de deplstage ou de caracterisation de 
pathologies neurodegeneratives ayant une composante ou un stade lie au 
phenomene d'excitotoxicite, telles que la maladie d'Alzheimer, la maladie de 

10 Parkinson, la sclerose en plaques, la choree de Huntington, I'ALS ou I'lschemie 
cerebrate, 

- Tutilisation de tout fragment d'acide nucleique y compris des ARN anti-sens 
dans \e but d'inhiber ['expression de la PDE4B e chez les patients atteints de 
telles pathologies, 

15 - Tutilisation de tout compose chlmique, notamment de la pentoxifylline, de 
I'etazolate, ou de toute composition pharmaceutique les contenant, dans le but 
d'inhlber Tactivite de la PDE4B chez les patients atteints de telles pathologies, 

- Tutilisatlon de tout ou partie d'une sequence derivee de TARN messager de la 
PDE4B a des fins de caracterisation du tissu et de la situation Ischemique. 

20 
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REVENDICATIONS 

1. Methode de detection d'une situation d'excitotoxicite ou de stress neuronal 
Chez un sujet, comprenant la mesure in vitro de I'expression de la 

5 phosphodiesterase 4, notamment de la phosphodiesterase 4B dans un 
echantlllon provenant du sujet, 

2. Methode selon la revendication 1, comprenant la detection de la presence 
d'une forme mutee de TARN de la phosphodiesterase 4, notamment de la 

10 phosphodiesterase 4B dans un echantillon provenant du sujet, en particuller 
d'une forme deletee de tout ou partie de la region 3' non-codante. 

3. Methode selon la revendication 1 ou 2, comprenant la mise en contact in vitro 
d'un echantillon biologique d'un sujet, contenant un acide nucleique, avec un 

15 acide nucleique comprenant tout ou partie d'une sequence derivee du gene ou 
de TARN messager de la PDE4B, et la detection de la formation d'un hybride. 

4. Methode selon la revendication 3, caracterisee en ce que rechantlllon 
comprend des cellules nerveuses ou musculaires. 

20 

5. Methode selon I'une quelconque des revendications precedentes, pour le 
diagnostic ou la detection de la maladie d'Alzheimer, de la maladle de 
Parkinson, de la sclerose en plaques, de la choree de Huntington, de I'ALS ou 
de rischemie cerebrale. 

25 

6. Utilisation d'au moins un compose inhibant ou reduisant I'expression ou 
i'activite de la PDE4, pour la preparation d'une composition pharmaceutique 
destinee au traitement des maladies neurodegeneratives. 

30 7. Utilisation selon la revendication 6, caracterisee en ce que le compose est un 
acide nucleique anti-sens capable d'inhiber la transcription du gene de la 
PDE4B ou la traduction du messager correspondant 
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8. Utilisation selon la revendication 6, caracterisee en ce que le compose est un 
compose chimique, d'origine naturelle ou synthetique. 

5 9. Utilisation selon la revendication 8, caracterisee en ce que le compose est 
choisi parmi les composes de la famille des pyrazolopyridines, en particulier 
i'etazolate, et les composes de la famille des derives de xanthine, en particulier 
la pentoxifylline. 

10 10. Utilisation selon Tune des revendications 6 a 9, pour inhiber ou reduire 
Texcitotoxlcite neuronale en phase precoce des maladies neurodegeneratives. 

11. Utilisation selon Tune des revendications 6 a 10, pour ameliorer la survie 
neuronale chez les patients atteints d'ALS. 

15 

12. Utilisation selon Tune des revendications 6 a 11, pour le traitement de la 
maladie d'Alzheimer, de la maladie de Parkinson, de la sclerose en plaques, de 
la choree de Huntington ou de I'ischemie cerebrate. 

20 13. Utilisation selon Tune des revendications 6 a 1 1 , pour le traitement de TALS, 
notamment pour reduire Texcitotoxicite neuronale en phase precoce de TALS. 

14. Utilisation de la pentoxifylline pour la preparation d'une composition destinee 
a augmenter la survie neuronale chez les patients atteints d'ALS. 

25 

15. Utilisation de I'etazolate pour la preparation d'une composition destinee a 
augmenter la survie neuronale chez les patients atteints d'ALS. 

16. Utilisation d'au molns un compose inhibiteur de PDE4 appartenant a la 
30 famille des pyrazolopyridines, pour la preparation d'une composition 

pharmaceutique destinee a augmenter la survie neuronale chez les patients 
atteints d'ALS. 
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17. Amorce nucleotidique, caracterisee en ce qu'elle est composee d'un 
fragment de 8 a 20 residus consecutifs de la sequence comprise entre les 
nucleotides 2384 et 2869 de la sequence SEQ ID NO :1 ou entre les nucleotides 

5 2461 et 4068 de la sequence SEQ ID NO :3 ou d'une sequence complementaire 
de celles-cl- 

18. Kit pour Tanalyse de i'expression de la PDE4, notamment de Texpression 
differentielle entre la region 3' non-codante et la region cpdante, le kit 

10 comprenant une sonde nucleotidique specifique d'une partie de la sequence de 
la region 3' non-codante et une sonde nucleotidique specifique d'une partie de 
la sequence de la region codante. 

19. Kit pour I'analyse de Fexpression de la PDE4, notamment de Texpression 
15 differentielle entre la region 3' non-codante et la region codante, le kit 

comprenant un couple d'amorces nucleotidiques permettant Tamplification 
specifique d'une partie au moins de la region 3' non-codante de la PDE4 et un 
couple d'amorces nucleotidiques permettant ramplification specifique d'une 
partie au moins de la region codante de la PDE4. 
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LISTE DE SEQUENCES 
<110> Exonhit Therapeutics 

<120> Nouvelle cible moleculaire de la Neurotoxicity 

<130> BOIOOWO 

<140> 
<141> 

<160> 10 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 2912 
<212> ADN 
<213> souris 

<220> 
<221> CDS 

<222> (218) . . (2383) 
<400> 1 

aaaggcagcG tgataaagct ccttgtgaca ggctgtcttg ccagtctccc agtatgctcc 60 

tcttgctctg aagtgctcca ggattgaaac cacagcttcc caaattagcc tgggaagagt 120 

gtgcggaccc agcagccttt taacccgcgt cagtgccttt gctatgttca agactgctgt 180 

tttggatggt gaatgctagc tagcactcca tcgagac atg aca gca aaa aat tct 235 

Met Thr Ala Lys Asn Ser 
1 5 

cca aaa gaa ttt act get teg gaa tct gag gtt tgc ata aag act ttc 283 
Pro Lys Glu Phe Thr Ala Ser Glu Ser Glu Val Cys lie Lys Thr Phe 
10 15 20 

aag gag cag atg cgc ttg gaa ctt gag ctt cca aag eta cca gga aac 331 
Lys Glu Gin Met Arg Leu Glu Leu Glu Leu Pro Lys Leu Pro Gly Asn 
25 30 35 

aga cct aca tct ccc aaa att tct cca cgc agt tea cca agg aat tea 379 
Arg Pro Thr Ser Pro Lys He Ser Pro Arg Ser Ser Pro Arg Asn Ser 
40 45 50 

cca tgc ttt ttc aga aag ttg ctg gtg aat aaa age ate ega cag egg 427 



1 



wo 03/016563 



PCT/FR02/02861 



Pro Cys Phe Ph.e Arg Iiys Leu Leu Val Asn Lys Ser lie Arg Gin Arg 
55 60 65 70 

cgt cgc ttc acg gtg get cat aca tgc ttt gat gtg gaa aat ggc cct 475 
Arg Arg Phe Thr Val Ala His Thr Cys Phe Asp Val Glu Asn Gly Pro 
75 80 85 

tcfc cca ggt egg age cca ctg gac cct caa gcc ggc tct teg teg gga 523 
Ser Pro Gly Arg Ser Pro Leu Asp Pro Gin Ala Gly Ser Ser Ser Gly 
90 95 100 

ctg gta ett cat gee gee ttt cct ggg cae age eag cgc agg gag teg 571 
Leu Val Leu His Ala Ala Phe Pro Gly His Ser Gin Arg Arg Glu Ser 
105 110 115 

ttc etc tac gat ett gac age gac tat gac ttg tea cca aaa geg atg 619 
Phe Leu Tyr Asp Leu Asp Ser Asp Tyr Asp Leu Ser Pro Lys Ala Met 
120 125 130 

tec agg aac tea tea ett cec agt gag caa cae ggc gat gac ctg att 667 
Ser Arg Asn Ser Ser Leu Pro Ser Glu Gin His Gly Asp Asp Leu lie 
135 140 145 150 

gtc act cct ttt gcc cag gtt ett gcc age ttg ega agt gta aga aac 715 
Val Thr Pro Phe Ala Gin Val Leu Ala Ser Leu Arg Ser Val Arg Asn 
155 160 165 

aac ttc ace ctg ctg acg aac ett cat gga geg ecg aac aag agg tea 763 
Asn Phe Thr Leu Leu Thr Asn Leu His Gly Ala Pro Asn Lys Arg Ser 
170 175 180 

cca geg get agt cag get cca gtc tec aga gtc age ctg caa gag gaa 811 
Pro Ala Ala Ser Gin Ala Pro Val Ser Arg Val Ser Leu Gin Glu Glu 
185 190 195 

tea tat eag aaa eta gea atg gag acg ctg gag gaa eta gac tgg tgc 859 
Ser Tyr Gin Lys Leu Ala Met Glu Thr Leu Glu Glu Leu Asp Trp Cys 
200 205 210 

eta gac cag eta gag ace ate eag ace tac cgc tet gtc age gag atg 907 
Leu Asp Gin Leu Glu Thr He Gin Thr Tyr Arg Ser Val Ser Glu Met 
215 220 225 230 

get tea aac aag ttc aaa agg atg ctg aac egg gag ctg aca cae etc 955 
Ala Ser Asn Lys Phe Lys Arg Met Leu Asn Arg Glu Leu Thr His Leu 
235 240 245 

tea gag atg age aga tea ggg aac cag gtg tet gag tac att tea aac 1003 
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Ser Gl-u Met Ser Arg Ser Gly Asn Gin Val Ser Glu Tyr lie Ser Asn 
250 255 260 

acg ttc tta gac aag cag aac gat gtg gaa ate cca tct ccc acg cag 1051 
Thr Phe Leu Asp Lys Gin Asn Asp Val Glu lie Pro Ser Pro Thr Gin 
265 270 275 

aag gac agg gag aag aag aag aag cag cag etc atg acc cag at a agt 1099 
Lys Asp Arg Glu Lys Lys Lys Lys Gin Gin Leu Met Thr Gin lie Ser 
280 285 290 

gga gtg aag aaa ctg atg cac age tea age etg aac aac aca age ate 1147 
Gly Val Lys Lys Leu Met His Ser Ser Ser Leu Asn Asn Thr Ser lie 
295 300 305 310 

tea cge ttc ggg ate aac acg gaa aat gag gat eat eta gee aag gag 1195 
Ser Arg Phe Gly lie Asn Thr Glu Asn Glu Asp His Leu Ala Lys Glu 
315 320 325 

etg gaa gac ctg aac aaa tgg ggc ett aac ate ttc aat gtg get ggg 1243 
Leu Glu Asp Leu Asn Lys Trp Gly Leu Asn lie Phe Asn Val Ala Gly 
330 335 340 

tac tea cat aat egg ccc ett acg tge ate atg tat gea ata ttc cag 1291 
Tyr Ser His Asn Arg Pro Leu Thr Cys lie Met Tyr Ala lie Phe Gin 
345 350 355 

gaa aga gac ett etg aag acg ttt aaa ate tea tct gac ace ttt gta 1339 
Glu Arg Asp Leu Leu Lys Thr Phe Lys lie Ser Ser Asp Thr Phe Val 
360 365 370 

acc tac atg atg act tta gaa gac eat tac cat tct gat gtg gea tat 1387 
Thr Tyr Met Met Thr Leu Glu Asp His Tyr His Ser Asp Val Ala Tyr 
375 380 385 390 

cac aac age ctg eat get get gac gtg gee cag tea act cac gtt etc 1435 
His Asn Ser Leu His Ala Ala Asp Val Ala Gin Ser Thr His Val Leu 
395 400 405 

ett tct acg ccg gea ctg gat get gte ttc aca gac ctg gaa ate etg 1483 
Leu Ser Thr Pro Ala Leu Asp Ala Val Phe Thr Asp Leu Glu lie Leu 
410 415 420 

get gee att ttt gea get gee ate eat gat gte gat cat cet gga gte 1531 
Ala Ala lie Phe Ala Ala Ala He His Asp Val Asp His Pro Gly Val 
425 430 435 

tec aat cag ttt etc ate aat aca aat tct gaa ett get ttg atg tat 1579 
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Ser Asn Gin Phe Leu lie Asn Thr Asn Ser Glu Leu Ala Leu Met Tyr 
440 445 450 

aat gat gaa tct gtt ctg gaa aac cat cac ctt get gtg gga ttc aaa 1627 
Asn Asp Glu Ser Val Leu Glu Asn His His Leu Ala Val Gly Phe Lys 
455 460 465 470 

ttg eta caa gag gaa cac tgc gac ate ttt cag aat ctt acc aag aag 1675 
Leu Leu Gin Glu Glu His Cys Asp lie Phe Gin Asn Leu Thr Lys Lys 
475 480 485 

caa cgc cag aca etc agg aaa atg gtg att gac atg gtg ttg gca act 1723 
Gin Arg Gin Thr Leu P^rg Lys Met Val lie Asp Met Val Leu Ala Thr 
490 495 500 

gat atg tec aaa cac atg age etc ctg gca gac ctt aaa aca atg gta 1771 
Asp Met Ser Lys His Met Ser Leu Leu Ala Asp Leu Lys Thr Met Val 
505 510 515 

gaa acc aag aag gtg aca age tec ggt gtt etc etc ctg gac aac tat 1819 
Glu Thr Lys Lys Val Thr Ser Ser Gly Val Leu Leu Leu Asp Asn Tyr 
520 525 530 

act gac egg ata cag gtt ctt cgc aac atg gta cac tgt gca gac ctg 1867 
Thr Asp Arg lie Gin Val Leu Arg Asn Met Val His Cys Ala Asp Leu 
535 540 545 550 

age aac ccc acc aag tec ttg gaa ttg tat egg caa tgg acc gat cgt 1915 
Ser Asn Pro Thr Lys Ser Leu Glu Leu Tyr Arg Gin Trp Thr Asp Arg 
555 560 565 

ate atg gag gag ttt ttc cag cag gga gac aaa gaa egg gag agg gga 1963 
He Met Glu Glu Phe Phe Gin Gin Gly Asp Lys Glu Arg Glu Arg Gly 
570 575 580 

atg gag att age cea atg tgt gat aag cac aca get tct gtg gaa aaa 2011 
Met Glu He Ser Pro Met Cys Asp Lys His Thr Ala Ser Val Glu Lys 
585 590 595 

tec cag gtt ggt ttc att gac tac att gtc cat cea ctg tgg gag acc 2059 
Ser Gin Val Gly Phe He Asp Tyr He Val His Pro Leu Trp Glu Thr 
600 605 610 

tgg gca gac ctg gtt caa ceg gat get caa gat att ctg gat aca eta 2107 
Trp Ala Asp Leu Val Gin Pro Asp Ala Gin Asp He Leu Asp Thr Leu 
615 620 625 630 

gaa gat aac agg aac tgg tac cag agt atg ata ccc cag age ect tec 2155 
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Glu Asp Asn Arg Asn Trp Tyr Gin Ser Met lie Pro Gin Ser Pro Ser 
635 640 645 

ccg cca ctg gat gag agg age agg gac tgc caa ggc ctg atg gag aag 2203 
Pro Pro Leu Asp Glu Arg Ser Arg Asp Cys Gin Gly Leu Met Glu Lys 
650 655 660 

ttt cag ttt gaa ctg acc ctt gag gaa gag gat tct gag gga ccg gaa 2251 
Phe Gin Phe Glu Leu Thr Leu Glu Glu Glu Asp Ser Glu Gly Pro Glu 
665 670 675 

aag gag gga gaa ggc cac age tat ttc age age aca aag aeg ctt tgt 2299 
Lys Glu Gly Glu Gly His Ser Tyr Phe Ser Ser Thr Lys Thr Leu Cys 
680 685 690 

gtg att gat cca gag aac agg gat tct ctg gaa gag act gac ata gac 2347 
Val lie Asp Pro Glu Asn Arg Asp Ser Leu Glu Glu Thr Asp lie Asp 
695 700 705 710 

att gca aca gaa gac aag tct ccg ate gac aca taa tetctctccc 23 93 

lie Ala Thr Glu Asp Lys Ser Pro lie Asp Thr 
715 720 

tctgtgtgga gatgaacatt ccacccttga ctgagcatgc ccgctgagtg gtagggtcac 2453 

ctaccatggc caaggcctgc acaggacaaa ggccacctgg cctttccagt tacttgagtt 2513 

tggagccaga atgccaggcc gtgaagcaaa tagcagttcc at get gt ctt gccttgcctg 2573 

caagcttggc ggagacccgc agctgtatgt ggtagtagag gccagttccc atcaaagcta 2633 

aaatggcttg aaaacagagg acacaaagct gagagattgc tctgcactag gtgttgggaa 2693 

gctgtcctga cagatgactg aactcactaa caacttcatc tataaatctc accacccaac 2753 

ccattgtctg ccaacctgtg tgcctttttt tgtaaaatgt tttcgcgtct ttgaaatgcc 2813 

tgttgaatat ctagagttta gtaccaactt ctacaaactt ttttgagtct ttcttgaaaa 2873 

acaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaa 2912 



<210> 2 
<211> 721 
<212> PRT 
<213> sour is 

<400> 2 
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Met Thr Ala Lys Asn Ser Pro Lys Glu Phe Thr Ala Ser Glu Ser Glu 

15 10 15 

Val Cys lie Lys Thr Phe Lys Glu Gin Met Arg Leu Glu Leu Glu Leu 

20 25 30 

Pro Lys Leu Pro Gly Asn Arg Pro Thr Ser Pro Lys lie Ser Pro Arg 

35 40 45 

Ser Ser Pro Arg Asn Ser Pro Cys Phe Phe Arg Lys Leu Leu Val Asn 

50 * 55 60 

Lys Ser Xle Arg Gin Arg Arg Arg Phe Thr Val Ala His Thr Cys Phe 
65 70 75 80 

Asp Val Glu Asn Gly Pro Ser Pro Gly Arg Ser Pro Leu Asp Pro Gin 

85 90 95 

Ala Gly Ser Ser Ser Gly Leu Val Leu His Ala Ala Phe Pro Gly His 

100 105 110 

Ser Gin Arg Arg Glu Ser Phe Leu Tyr Asp Leu Asp Ser Asp Tyr Asp 

115 120 125 

Leu Ser Pro Lys Ala Met Ser Arg Asn Ser Ser Leu Pro Ser Glu Gin 

130 135 140 

His Gly Asp Asp Leu lie Val Thr Pro Phe Ala Gin Val Leu Ala Ser 
145 150 155 160 

Leu Arg Ser Val Arg Asn Asn Phe Thr Leu Leu Thr Asn Leu His Gly 

165 170 175 

Ala Pro Asn Lys Arg Ser Pro Ala Ala Ser Gin Ala Pro Val Ser Arg 

180 185 190 

Val Ser Leu Gin Glu Glu Ser Tyr Gin Lys Leu Ala Met Glu Thr Leu 

195 200 205 

Glu Glu Leu Asp Trp Cys Leu Asp Gin Leu Glu Thr lie Gin Thr Tyr 

210 215 220 

Arg Ser Val Ser Glu Met Ala Ser Asn Lys Phe Lys Arg Met Leu Asn 
225 230 235 240 

Arg Glu Leu Thr His Leu Ser Glu Met Ser Arg Ser Gly Asn Gin Val 

245 250 255 

Ser Glu Tyr lie Ser Asn Thr Phe Leu Asp Lys Gin Asn Asp Val Glu 

260 265 270 

lie Pro Ser Pro Thr Gin Lys Asp Arg Glu Lys Lys Lys Lys Gin Gin 

275 280 285 

Leu Met Thr Gin lie Ser Gly Val Lys Lys Leu Met His Ser Ser Ser 

290 295 300 

Leu Asn Asn Thr Ser lie Ser Arg Phe Gly He Asn Thr Glu Asn Glu 
305 310 315 320 

Asp His Leu Ala Lys Glu Leu Glu Asp Leu Asn Lys Trp Gly Leu Asn 

325 330 335 

He Phe Asn Val Ala Gly Tyr Ser His Asn Arg Pro Leu Thr Cys He 

340 345 350 

Met Tyr Ala He Phe Gin Glu Arg Asp Leu Leu Lys Thr Phe Lys He 

355 360 365 

Ser Ser Asp Thr Phe Val Thr Tyr Met Met Thr Leu Glu Asp His Tyr 
370 375 380 



6 



wo 03/016563 



PCT/FR02/02861 



His Ser Asp Val Ala Tyr His Asn Ser Leu His Ala Ala Asp Val Ala 
385 390 395 400 

Gin Ser Thr His Val Leu Leu Ser Tlir Pro Ala Leu Asp Ala Val Phe 

405 410 415 

Thr Asp Leu Glu He Leu Ala Ala He Phe Ala Ala Ala He His Asp 

420 425 430 

Val Asp His Pro Gly Val Ser Asn Gin Phe Leu He Asn Thr Asn Ser 

435 440 445 

Glu Leu Ala Leu Met Tyr Asn Asp Glu Ser Val Leu Glu Asn His His 

450 455 460 

Leu Ala Val Gly Phe Lys Leu Leu Gin Glu Glu His Cys Asp He Phe 
465 470 475 480 

Gin Asn Leu Thr Lys Lys Gin Arg Gin Thr Leu Arg Lys Met Val He 

485 490 495 

Asp Met Val Leu Ala Thr Asp Met Ser Lys His Met Ser Leu Leu Ala 

500 505 510 

Asp Leu Lys Thr Met Val Glu Thr Lys Lys Val Thr Ser Ser Gly Val 

515 520 525 

Leu Leu Leu Asp Asn Tyr Thr Asp Arg He Gin Val Leu Arg Asn Met 

530 535 540 

Val His Cys Ala Asp Leu Ser Asn Pro Thr Lys Ser Leu Glu Leu Tyr 
545 550 555 560 

Arg Gin Trp Thr Asp Arg He Met Glu Glu Phe Phe Gin Gin Gly Asp 

565 570 575 

Lys Glu Arg Glu Arg Gly Met Glu He Ser Pro Met Cys Asp Lys His 

580 585 590 

Thr Ala Ser Val Glu Lys Ser Gin Val Gly Phe He Asp Tyr He Val 

595 600 605 

His Pro Leu Trp Glu Thr Trp Ala Asp Leu Val Gin Pro Asp Ala Gin 

610 615 620 

Asp He Leu Asp Thr Leu Glu Asp Asn Arg Asn Trp Tyr Gin Ser Met 
625 630 635 640 

He Pro Gin Ser Pro Ser Pro Pro Leu Asp Glu Arg Ser Arg Asp Cys 

645 650 655 

Gin Gly Leu Met Glu Lys Phe Gin Phe Glu Leu Thr Leu Glu Glu Glu 

660 665 670 

Asp Ser Glu Gly Pro Glu Lys Glu Gly Glu Gly His Ser Tyr Phe Ser 

675 680 685 

Ser Thr Lys Thr Leu Cys Val He Asp Pro Glu Asn Arg Asp Ser Leu 

690 695 700 

Glu Glu Thr Asp He Asp He Ala Thr Glu Asp Lys Ser Pro He Asp 
705 710 715 720 

Thr 



<210> 3 
<211> 4068 
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<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<220> 
<221> CDS 

<222> (766) . . (2460) 
<223> PDE4B 

<400> 3 

gaattcctcc tctcttcacc ccgttagctg ttttcaatgt aatgctgccg tccttctctt 60 

gcactgcctt ctgcgctaac acctccattc ctgtttataa ccgtgtattt attacttaat 120 

gtatataatg taatgttttg taagttatta atttatatat ctaacattgc ctgccaatgg 180 

tggtgttaaa tttgtgtaga aaactctgcc taagagttac gactttttct tgtaatgttt 240 

tgtattgtgt attatataac ccaaacgtca cttagtagag acatatggcc cccttggcag 300 

agaggacagg ggtgggcttt tgttcaaagg gtctgccctt tccctgcctg agttgctact 3 60 

tctgcacaac ccctttatga accagttttc acccgaattt tgactgtttc atttagaaga 420 

aaagcaaaat gagaaaaagc tttcctcatt tctccttgag atggcaaagc actcagaaat 480 

gacatcacat accctaaaga accctgggat gactaaggca gagagagtct gagaaaactc 540 

tttggtgctt ctgcctttag ttttaggaca catttatgca gatgagctta taagagaccg 600 

ttccctccgc cttcttcctc agaggaagtt tcttggtaga tcaccgacac ctcatccagg 660 

cggggggttg gggggaaact tggcaccagc catcccaggc agagcaccac tgtgatttgt 720 

tctcctggtg gagagagctg gaaggaagga gccagcgtgc aaata atg aag gag cac 777 

Met Lys Glu His 
1 

ggg ggc acc ttc agt age acc gga ate age ggt ggt age ggt gae tct 825 
Gly Gly Thr Phe Ser Ser Thr Gly He Ser Gly Gly Ser Gly Asp Ser 
5 10 15 20 

get atg gac age etg eag ecg etc eag cct aae tae atg eet gtg tgt 873 
Ala Met Asp Ser Leu Gin Pro Leu Gin Pro Asn Tyr Met Pro Val Cys 
25 30 35 

ttg ttt gea gaa gaa tet tat caa aaa tta gea atg gaa aeg ctg gag 921 
Leu Phe Ala Glu Glu Ser Tyr Gin Lys Leu Ala Met Glu Thr Leu Glu 
40 45 50 
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gaa fcta gac tgg tgt tta gac cag eta gag acc ata cag acc tac egg 
Glu Leu Asp Trp Cys Leu Asp Gin Leu Glu Thr lie Gin Thr Tyr Arg 
55 60 65 



tct gtc agt gag atg get tct aac aag ttc aaa aga atg ctg aac egg 
Ser Val Ser Glu Met Ala Ser Asn Lys Phe Lys Arg Met Leu Asn Arg 
70 75 80 



gag ctg aca cac etc tea gag atg age cga tea ggg aac cag gtg tct 
Glu Leu Thr His Leu Ser Glu Met Ser Arg Ser Gly Asn Gin Val Ser 
85 90 95 100 



gaa tac att tea aat act ttc tta gac aag cag aat gat gtg gag ate 
Glu Tyr He Ser Asn Thr Phe Leu Asp Lys Gin Asn Asp Val Glu He 
105 110 115 



cca tct cct acc cag aaa gac agg gag aaa aag aaa aag cag cag etc 
Pro Ser Pro Thr Gin Lys Asp Arg Glu Lys Lys Lys Lys Gin Gin Leu 
120 125 130 



atg ace cag ata agt gga gtg aag aaa tta atg cat agt tea age eta 
Met Thr Gin He Ser Gly Val Lys Lys Leu Met His Ser Ser Ser Leu 
135 140 145 

aac aat aca age ate tea cgc ttt gga gtc aac act gaa aat gaa gat 
Asn Asn Thr Ser He Ser Arg Phe Gly Val Asn Thr Glu Asn Glu Asp 
150 155 160 



cac ctg gcc aag gag ctg gaa gac ctg aac aaa tgg ggt ett aac ate 
His Leu Ala Lys Glu Leu Glu Asp Leu Asn Lys Trp Gly Leu Asn He 
165 170 175 180 



ttt aat gtg get gga tat tct cac aat aga cec eta aca tgc ate atg 
Phe Asn Val Ala Gly Tyr Ser His Asn Arg Pro Leu Thr Cys He Met 
185 190 195 



tat get ata ttc cag gaa aga gac etc eta aag aca ttc aga ate tea 
Tyr Ala He Phe Gin Glu Arg Asp Leu Leu Lys Thr Phe Arg He Ser 
200 205 210 



tet gac aca ttt ata ace tac atg atg act tta gaa gac cat tac cat 
Ser Asp Thr Phe He Thr Tyr Met Met Thr Leu Glu Asp His Tyr His 
215 220 225 



tct gac gtg gca tat cac aac age ctg cac get get gat gta gcc cag 
Ser Asp Val Ala Tyr His Asn Ser Leu His Ala Ala Asp Val Ala Gin 
230 235 240 



969 



1017 



1065 



1113 



1161 



1209 



1257 



1305 



1353 



1401 



1449 



1497 
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teg acc cat gtt etc ctt tct aca cca gca tta gac get gtc ttc aca 1545 
Ser Thr His Val Leu Leu Ser Thr Pro Ala Leu Asp Ala Val Plie Thr 
245 250 255 260 

gat ttg gag ate ctg get gee att ttt gea get gee ate eat gae gtt 1593 
Asp Leu Glu lie Leu Ala Ala lie Phe Ala Ala Ala lie His Asp Val 
265 270 275 

gat eat cet gga gtc tec aat eag ttt etc ate aae aca aat tea gaa 1641 
Asp His Pro Gly Val Ser Asn Gin Phe Leu lie Asn Thr Asn Ser Glu 
280 285 290 

ett get ttg atg tat aat gat gaa tct gtg ttg gaa aat cat cac ctt 1689 
Leu Ala Leu Met Tyr Asn Asp Glu Ser Val Leu Glu Asn His His Leu 
295 300 305 

get gtg ggt ttc aaa ctg ctg caa gaa gaa cac tgt gac ate ttc atg 173 7 
Ala Val Gly Phe Lys Leu Leu Gin Glu Glu His Cys Asp lie Phe Met 
310 315 320 

aat etc acc aag aag eag cgt cag aca etc agg aag atg gtt att gac 1785 
Asn Leu Thr Lys Lys Gin Arg Gin Thr Leu Arg Lys Met Val lie Asp 
325 330 335 340 

atg gtg tta gca act gat atg tct aaa cat atg age ctg ctg gca gac 1833 
Met Val Leu Ala Thr Asp Met Ser Lys His Met Ser Leu Leu Ala Asp 
345 350 355 

ctg aag aca atg gta gaa acg aag aaa gtt aca agt tea ggc gtt ctt 1881 
Leu Lys Thr Met Val Glu Thr Lys Lys Val Thr Ser Ser Gly Val Leu 
360 365 370 

etc eta gac aac tat acc gat cgc att cag gtc ctt cgc aac atg gta 1929 
Leu Leu Asp Asn Tyr Thr Asp Arg lie Gin Val Leu Arg Asn Met Val 
375 380 385 

cac tgt gca gac ctg age aac ccc acc aag tec ttg gaa ttg tat egg 1977 
His Cys Ala Asp Leu Ser Asn Pro Thr Lys Ser Leu Glu Leu Tyr Arg 
390 395 400 

caa tgg aca gac cgc ate atg gag gaa ttt ttc cag cag gga gac aaa 2025 
Gin Trp Thr Asp Arg lie Met Glu Glu Phe Phe Gin Gin Gly Asp Lys 
405 410 415 

gag egg gag agg gga atg gaa att age cca atg tgt gat aaa cac aca 2073 
Glu Arg Glu Arg Gly Met Glu He Ser Pro Met Cys Asp Lys His Thr 
425 430 435 
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get tct gtg gaa aaa tec cag gtt ggt ttc ate gac tac att gtc cat 2121 
Ala Ser Val Glu Lys Ser Gin Val Gly Phe He Asp Tyr He Val His 
440 445 450 

cca ttg tgg gag aca tgg gca gat ttg gta cag cct gat get cag gac 2169 
Pro Leu Trp Glu Tiir Trp Ala Asp Leu Val Gin Pro Asp Ala Gin Asp 
455 460 465 

att etc gat ace tta gaa gat aac agg aac tgg tat cag age atg ata 2217 
He Leu Asp Thr Leu Glu Asp Asn Arg Asn Trp Tyr Gin Ser Met lie 
470 475 480 

cct caa agt ccc tea cca cca ctg gac gag cag aac agg gac tgc cag 2265 
Pro Gin Ser Pro Ser Pro Pro Leu Asp Glu Gin Asn Arg Asp Cys Gin 
485 490 495 500 

ggt ctg atg gag aag ttt cag ttt gaa ctg act etc gat gag gaa gat 2313 
Gly Leu Met Glu Lys Phe Gin Phe Glu Leu Thr Leu Asp Glu Glu Asp 
S05 510 515 

tct gaa gga cct gag aag gag gga gag gga cac age tat ttc age age 2361 
Ser Glu Gly Pro Glu Lys Glu Gly Glu Gly His Ser Tyr Phe Ser Ser 
520 525 530 

aca aag acg ctt tgt gtg att gat cca gaa aac aga gat tec ctg gga 2409 
Thr Lys Thr Leu Cys Val He Asp Pro Glu Asn Arg Asp Ser Leu Gly 
535 540 545 

gag act gac ata gac att gca aca gaa gac aag tec ccc gtg gat aca 2457 
Glu Thr Asp He Asp He Ala Thr Glu Asp Lys Ser Pro Val Asp Thr 
550 555 560 

taa tccccctctc cctgtggaga tgaacattct atccttgatg agcatgccag 2510 
565 

ctatgtggta gggccagccc accatggggg ecaagacctg cacaggacaa gggccacctg 2570 
gcctttcagt tacttgagtt tggagtcaga aagcaagacc aggaagcaaa tageagctca 263 0 
ggaaatccca cggttgactt gcettgatgg caagcttggt ggagagggct gaagctgttg 2690 
ctgggggccg attctgatca agacacatgg cttgaaaatg gaagacacaa aactgagaga 2750 
tcattctgea ctaagtttcg ggaacttate cecgacagtg actgaactea ctgactaata 2810 
acttcattta tgaatcttet eacttgtcce tttgtctgec aacctgtgtg cettttttgt 2870 
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aaaacatttt catgtcttta aaatgcctgt tgaatacctg gagtttagta tcaacttcta 293 0 
cacagataag ctttcaaagt tgacaaactt ttttgactct ttctggaaaa gggaaagaaa 2990 
atagtcttcc ttctttcttg ggcaatatcc ttcactttac tacagttact tttgcaaaca 3 050 
gacagaaagg atacacttct aaccacattt tacttccttc ccctgttgtc cagtccaact 3110 
ccacagtcac tcttaaaact tctctctgtt tgcctgcctc caacagtact tttaactttt 3170 
tgctgtaaac agaataaaat tgaacaaatt agggggtaga aaggagcagt ggtgtcgttc 323 0 
accgtgagag tctgcataga actcagcagt gtgccctgct gtgtcttgga ccctgccccc 3290 
cacaggagtt gctacagtcc ctggccctgc ttcccatcct cctctcttca cGccgttagc 3350 
tgttttcaat gtaatgctgc cgtccttctc ttgcactgcc ttctgcgcta acacctccat 3410 
tcctgtttat aaccgtgtat ttattactta atgtatataa tgtaatgttt tgtaagttat 3470 
taatttatat atctaacatt gcctgccaat ggtggtgtta aatttgtgta gaaaactctg 3530 
cctaagagtt acgacttttt cttgtaatgt tttgtattgt gtattatata acccaaacgt 3590 
cacttagtag agacatatgg cccccttggc agagaggaca ggggtgggct tttgttcaaa 3650 
gggtctgccc tttccctgcc tgagttgcta cttctgcaca acccctttat gaaccagttt 3710 
tggaaacaat attctcacat tagatactaa atggtttata ctgagtcttt tacttttgta 3770 
tagcttgata ggggcagggg caatgggatg tagtttttac ccaggttcta tccaaatcta 383 0 
tgtgggcatg agttgggtta taactggatc ctactatcat tgtgg-ctttg gttcaaaagg 3890 
aaacactaca tttgctcaca gatgattctt ctgattcttc tgaatgctcc cgaactactg 3950 
actttgaaga ggtagcctcc tgcctgccat taagcaggaa tgtcatgttc cagttcatta 4010 
caaaagaaaa caataaaaca atgtgaattt ttataataaa aaaaaaaaaa aggaattc 4068 

<210> 4 

<211> 564 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 4 
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Met Lys Glu His Gly Gly Thr Phe Ser Ser Thr Gly He Ser Gly Gly 

15 10 15 

Ser Gly Asp Ser Ala Met Asp Ser Leu Gin Pro Leu Gin Pro Asn Tyr 

20 25 30 

Met Pro Val Cys Leu Phe Ala Glu Glu Ser Tyr Gin Lys Leu Ala Met 

35 40 45 

Glu Thr Leu Glu Glu Leu Asp Trp Cys Leu Asp Gin Leu Glu Thr He 

50 55 60 

Gin Thr Tyr Arg Ser Val Ser Glu Met Ala Ser Asn Lys Phe Lys Arg 
65 70 75 80 

Met Leu Asn Arg Glu Leu Thr His Leu Ser Glu Met Ser Arg Ser Gly 

85 90 95 

Asn Gin Val Ser Glu Tyr He Ser Asn Thr Phe Leu Asp Lys Gin Asn 

100 105 110 

Asp Val Glu He Pro Ser Pro Thr Gin Lys Asp Arg Glu Lys Lys Lys 

115 120 125 

Lys Gin Gin Leu Met Thr Gin He Ser Gly Val Lys Lys Leu Met His 

13 0 135 140 

Ser Ser Ser Leu Asn Asn Thr Ser He Ser Arg Phe Gly Val Asn Thr 
145 150 155 160 

Glu Asn Glu Asp His Leu Ala Lys Glu Leu Glu Asp Leu Asn Lys Trp 

165 170 175 

Gly Leu Asn He Phe Asn Val Ala Gly Tyr Ser His Asn Arg Pro Leu 

180 185 190 

Thr Cys He Met Tyr Ala He Phe Gin Glu Arg Asp Leu Leu Lys Thr 

195 200 205 

Phe Arg He Ser Ser Asp Thr Phe He Thr Tyr Met Met Thr Leu Glu 

210 215 220 

Asp His Tyr His Ser Asp Val Ala Tyr His Asn Ser Leu His Ala Ala 
225 230 235 240 

Asp Val Ala Gin Ser Thr His Val Leu Leu Ser Thr Pro Ala Leu Asp 

245 250 255 

Ala Val Phe Thr Asp Leu Glu He Leu Ala Ala He Phe Ala Ala Ala 

260 265 270 

He His Asp Val Asp His Pro Gly Val Ser Asn Gin Phe Leu He Asn 

275 280 285 

Thr Asn Ser Glu Leu Ala Leu Met Tyr Asn Asp Glu Ser Val Leu Glu 

290 295 300 

Asn His His Leu Ala Val Gly Phe Lys Leu Leu Gin Glu Glu His Cys 
305 310 315 320 

Asp He Phe Met Asn Leu Thr Lys Lys Gin Arg Gin Thr Leu Arg Lys 

325 330 335 

Met Val He Asp Met Val Leu Ala Thr Asp Met Ser Lys His Met Ser 

340 345 350 

Leu Leu Ala Asp Leu Lys Thr Met Val Glu Thr Lys Lys Val Thr Ser 

355 360 365 

Ser Gly Val Leu Leu Leu Asp Asn Tyr Thr Asp Arg He Gin Val Leu 
370 375 380 
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Arg Asn Met Val His Cys Ala Asp Leu Ser Asn Pro Tlir Lys Ser Leu 
385 390 395 400 

Glu Leu Tyr Arg Gin Trp Thr Asp Arg lie Met Glu Glu Phe Phe Gin 

405 410 415 

Gin Gly Asp Lys Glu Arg Glu Arg Gly Met Glu lie Ser Pro Met Cys 

420 425 430 

Asp Lys His Ttir Ala Ser Val Glu Lys Ser Gin Val Gly Phe lie Asp 

435 440 445 

Tyr lie Val His Pro Leu Trp Glu Thr Trp Ala Asp Leu Val Gin Pro 

450 455 460 

Asp Ala Gin Asp He Leu Asp Thr Leu Glu Asp Asn Arg Asn Trp Tyr 
465 470 475 480 

Gin Ser Met He Pro Gin Ser Pro Ser Pro Pro Leu Asp Glu Gin Asn 

485 490 495 

Arg Asp Cys Gin Gly Leu Met Glu Lys Phe Gin Phe Glu Leu Thr Leu 

500 505 510 

Asp Glu Glu Asp Ser Glu Gly Pro Glu Lys Glu Gly Glu Gly His Ser 

515 ' 520 525 

Tyr Phe Ser Ser Thr Lys Thr Leu Cys Val He Asp Pro Glu Asn Arg 

530 535 540 

Asp Ser Leu Gly Glu Thr Asp He Asp He Ala Thr Glu Asp Lys Ser 
545 550 555 560 

Pro Val Asp Thr 



<210i> 5 
<211> 20 
<212> ADN 

<213:> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 

<400> 5 

gccaggccgt gaagcaaata 20 



<210> 6 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 6 

tcaaagacgc gaaaacat 18 
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<210> 7 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 7 

ccgcgtcagt gcctttgcta t 21 

<210> 8 
<211> 23 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 



<210> 9 
<211> 19 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 

<400> 9 

tcgctttctg gagggtgtc 19 

<210> 10 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 



<400> 8 



cgctgtcgga tgcttttatt cac 



23 



<400> 10 



ccgcaggggc agcagtgg 



18 
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